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CARACTERIZAREA ULTRASTRUCTURALÁ 
- A FOLICULILOR OVARIENI VITELOGENETICI 
LA Rana ridibunda 


OTILIA ZÁRNESCUI!, В. MEȘTERI, $. LAZĂR? 


“The structure of the vitellogenic ovarian follicles in Rana ridibunda is described. The vitello- 
genic follicle consists of several cellular and acellular layers. The oocyte within follicle is 
immediately invested by the acellular vitelline envelope, which contains microvillar proces- 
ses from the oocyte. Overlying the vitelline envelope, a follicular epithelium is comprised of 
a single layer of stellate follicle cells. 
In the vitellogenic follicle these cells are periodically interrupted by large intercellular chan- 
nels. Above the follicle cells is the theca, which contains collagen fibers, blood vessels, and 
fibroblasts. 

The ovarian follicle is covered by the inner ovarian epithelium. The apical plasma 
membrane of these cells displays a macropinocytotic activity. 
The surface of the vitellogenic oocyte exhibits clathrin-coated pits and "macro" pits which 
uptake a lamellar material. In the ooplasm throughout vitellogenesis primordial yolk platelets 
are in close contact with large yolk platelets. Subsequent fusion of two or more crystallizing 
platelets gives rise to larger yolk platelets, which contain two or more main bodies. 
Oocyte of К. ridibunda was found to possess two types of mitochondria which contain crys- 
talline inclusions. | | 


Internalizarea substantelor nutritive reprezintà un mecanism eficient, prin 
care se asigură creşterea si diferențierea ovocitelor la vertebratele inferioare. Peste 
80% din proteinele ovocitului matur sunt reprezentate de vitelus (3). Acumularea 
proteinelor viteline are loc în cursul perioadei de vitelogeneză și se realizează 
printr-o endocitoză mediată de receptor, a unui precursor glicofosfolipoproteic 

. numit vitelogenină (УТО). Acest precursor vitelin este sintetizat în ficat si eliberat 
ulterior în circulaţie (33, 37, 38). | 

Observatiile ultrastructurale realizate pe Xenopus laevis si diferite specii de 
Ranidae, au permis identificarea compartimentelor intracelulare implicate în trans- 
portul vitelogeninei (1, 4, 16, 17, 26, 40, 41). Aceste studii au demonstrat existenta 
unui material electrono-dens asociat invaginárilor si veziculelor cu înveliș, endo- 
zomilor, plachetelor viteline primordiale care contin mase de vitelus condensat si 
plachetelor viteline mature, formate din proteine cristalizate. 

Ín ovocitele amfibienilor au fost descrise douá tipuri de vitelus: (а) plachete 
viteline delimitate de membrane, care contin ции tristalin format din lipovite- 
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lin, fosvitin si fosvet (43), inconjurat de un matrix alcátuit din glicoproteine, 
carbohidrati (7, 23) si enzime (30); (b) picáturi lipidice reprezentate de fosfolipide 
și lipide neutre (18) ce alcătuiesc „vitelusul lipidic" (40, 41). 

Desi ultrastructura plachetelor viteline a fost examinatá la mai multe specii 
de amfibieni, formarea vitelusului, originea proteinelor viteline, stocarea vitelusu- 
lui în timpul vitelogenezei (12) şi utilizarea lui în embriogeneză (9, 24) sunt aspec- 
te incomplet înțelese. 

Scopul acestui studiu a fost caracterizarea ultrastructurală a foliculilor ovari- 
eni vitelogenetici la Rana ridibunda şi identificarea organitelor implicate în for- 
marea vitelusului, 


пап intern (săgeți), veziculă de ma- 
cropinocitozá (+); X32000. 


Fig. 1 - Macropinocitoza la nivelul 
membranei celulelor epiteliului ova- 


MATERIAL $I METODĂ 


Experimentele au fost realizate pe femele de Rana ridibunda neinjectate si 
injectate cu 20 mg peroxidazá (tip П, Sigma) dizolvată în 0, га NaCl. Femele 
injectate cu peroxidazá au fost sacrificate dupá 4 ore. 

Fragmente mici de ovar au fost fixâte 3 ore, la 4*C în tampon cacodilat 0,1 M 
(pH-7,4), cu 296 paraformaldehidá si 2,5% glutaraldehidá. Dupá fixare, fragmen- 
tele de țesut au fost spălate în același tampon cu 7% sucrozá, peste noapte la 4?C. 

Fragmentele de ovar provenite de la femele injectate cu peroxidazá au fost 
incubate 30 minute la întuneric în următoarea soluție: tampon Tris-HCl 0,05M 
(pH = 7,6), 0,1%, 3,3' diaminobenzidiná (РАВ, Sigma) si 0,01% Н,0,. După de- 
veloparea reactiei peroxidazice probele au fost spálate in tampon Tris-HCl 0,05M, 
pH = 7,4, o oră la 4?C, postfixate peste noapte într-o soluție de 2%, OsO, în tam- 
pon cacodilat 0,1M (ph-7,4). Dupá spálare cu apá distilatá, probele au fost deshi- | 
dratate în etanol si incluse în rásini sintetice (Epon 812). Sectiunile tăiate la 
ultramicrotom au fost colorate succesiv cu acetat de uranil si citrat de plumb si 
examinate la microscopul electronic PEM-100. 


REZULTATE SI DISCUTII 


corticale; X12000. 


Foliculul ovarian vitelogenetic la Rana ridibunda este format dintr-o serie de i 
straturi celulare si acelulare. 

Stratul extern al foliculului ovarian poartă denumirea de epiteliu ovarian in- 
tern si este alcătuit din celule aplatizate, unite prin jonctiuni celulare de tipul des- 
mozomilor. La baza acestui strat există o membrană bazală. În cazul foliculilor 
vitelogenetici celulele acestui epiteliu prezintă un intens proces de macropinocito- 
ză la nivelul membranei (fig. 1). De asemenea, în unele celule epiteliale sunt pre- | 
zente in citoplasmá vezicule acoperite cu clatriná (fig. 2). | 

S-a demonstrat cá în alte tipuri celulare, macropinocitoza este implicată într-un | 
mecanism neselectiv de internalizare a macromoleculelor extracelulare (29). Desi 


trină în citoplasma celulelor epi- 


teliului ovarian intern; X120000. 
separate de prelungirile citoplasmatice ale celulelor tecale; X30000. 


Fig. 3 — Teaca foliculară formată din două straturi de fibre de colagen 
Fig. 4 — Regiunea corticală a folicului ovarian vitelogenetic; t — teacă 
foliculară; cf — celule foliculare; av — anvelopa vitelină; ac — alveole 


Fig. 2 – Veziculă acoperită cu cla- 
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macropinocitoza nu a mai fost menționată în celule epiteliale ale foliculului ovari- 
an, studiile anterioare la Xenopus laevis au evidentiat cá membrana acestor celule 
prezintă un proces activ de pinocitoză, însă veziculele implicate in endocitozá sunt 
diferite de cele ale ovocitului si nu posedá invelis (2, 35). | 

Între celulele epiteliale de la suprafaţa foliculilor ovarieni si celulele folicu- 
lare există teaca foliculará, formată din fibre de colagen, vase de sânge si fibro- 
blaste (fig. 3). Ocazional, au fost observate celule musculare netede și nervi (6). 
La Rana ridibunda fibrele de colagen sunt dispuse în direcții diferite $1 formează 
două straturi separate de prelungirile citoplasmatice ale fibroblastelor. Studiile de 
microscopie electronică scanning au indicat la Xenopus laevis că fibrele din tesutul 
conjunctiv al tecii formează benzi laxe, orientate neregulat (6). 

Celulele foliculare formează un monostrat în jurul ovocitului. Ele sunt celule 
relativ mari, stelate și întrerupte de spaţii largi (fig. 4). Aceste spaţii au fost denu- 
mite canale (4, 35) şi permit trecerea moleculelor exogene odată cu începerea vite- 
logenezei. S-a demonstrat că suprafaţa bazală a celulelor foliculare suferă modificări 
considerabile în cursul dezvoltării foliculare (6). Astfel, începând cu stadiul al 
II-lea al ovogenezei, suprafața dinspre ovocit prezintă macrovili, care pătrund prin 
anvelopa vitelină pentru a face contact cu microvilii ovocitari. 

În jurul ovocitului se găseşte anvelopa vitelină, care la Rana ridibunda are un 
aspect lax, fiind formată din filamente de densitate electronică moderată (fig. 4). 
În regiunea superioară, această anvelopă vitelină prezintă o consistență mai densă. 
Aspectul electrono-microscopic al anvelopei viteline la Rana ridibunda este dife- 
rit de cel observat la alte specii de amfibieni. 

" La începutul vitelogenezei, suprafaţa ovocitului se caracterizează prin prezenţa 
unor cripte adânci care delimitează macrovilii, din саге se desprind microvili 
ovocitari lungi și subțiri. În afara numeroaselor invaginări acoperite cu clatrină 
(fig. 5), la suprafața ovocitului există „macroinvaginări”, care apar a prelua un 
material exogen lamelar (fig. 6), sau omogen (fig. 7). Acest imaterial apare ulterior 
în corpii multiveziculari din citoplasma corticală (fig. 8). Invaginári si vezicule cu 
înveliş au fost observate si în ovocitele vitelogenetice de la alte specii de amfibi- 
eni (5, 10, 36, 41). 

Diferentierea ovocitului la vertebratele ovipare are loc datoritá acumulárii in 
citoplasmă a unor organite caracteristice, numite plachete viteline. La începutul 
vitelogenezei în citoplasma corticală apar numeroși corpi multiveziculari, la care 


se observă uneori vezicule fuzionate. Corpii multiveziculaii sunt heterogeni ca - 


aspect electrono-microscopic, lumenul lor fiind plin fie cu un material filamentos, 
sau granular necondensat (fig. 9), fie cu agregate mici care indică începutul unui 
proces de: condensare (fig. 10). La Xenopus laevis s-a evidenţiat că si ovocitele 
previtelogenetice în stadiile I si II contin corpi multiveziculari care sunt grupați la 
periferia celulei. Desi corpii multiveziculari au fost observați frecvent în stadiile 
timpurii ale vitelogenezei (12, 26, 27, 40, 41), rolul lor în procesarea vitelogeninei 
şi a proteinelor viteline a fost elucidat recent. Wall și Patel (31, 32) au arătat că 


Fig. 6 — „Macroinvaginări” care 
apar a preiua un material lamelar; 


x90000. 


Fig. 5 —Invaginări cu înveliș la nivelul membranei ovocitare (săgeți), X90000. 


Fig. 7 — „Macroinvaginări” care 


internalizeazá un material omo- 


. рей; X90000. 
Fig. 8 - Corp multivezicular care 


contine un material lamelar; 


x90000. 
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Fig. 9 — Corp multivezicular î în lumenul căruia se remarcă un material 


filamentos; AA. 


Fig. 10 - Corp multivezicular la care se remarcá fuziunea cu o veziculá 
acoperită (săgeata); X60000. 
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acesti corpi multiveziculari ovocitari sunt lizozomi modificati, care contin un nu- 
már limitat de hidrolaze lizozomale implicate in decuplarea vitelogeninei de re- 
ceptorul sáu (20) si ulterior in clivarea УТС în proteine viteline. 

Plachetele viteline primordiale au fost identificate în citoplasma corticală 


(fig. 11). Aceste structuri prezintă un miez electrono-dens și o matrice înconju- 


rătoare mai laxă. Ulterior aceste structuri se măresc, corpul central devine cristalin 
şi rămâne înconjurat de o zonă electrono-densă, necristalizată (fig. 12). La perife- 
ria acestor plachete viteline primordiale se observă corpi multiveziculari fuzionati. 

A treia categorie de plachete viteline primordiale, observată de noi, este for- 
mată din organite mai mari alcătuite dintr-un miez cristalin, un matrix înconju- 
rător mai dens dispus asimetric (nu acoperă întregul cristal vitelin) și o zonă 
periferică în care se găsesc numeroase vezicule mici (fig. 13). . 

Plachetele viteline primordiale odată formate încep să fuzioneze unele cu 
altele, în cursul acestui proces miezurile cristaline rămân separate. Această fuziu- 


ne poate avea loc între plachete viteline primordiale cu aceeași dimensiune (fig. 14),. 


sau cu dimensiuni diferite (fig. 15). Astfel de fuziuni au fost obsevate $1 la Xeno- 
pus laevis (21, 31). 

Plachetele viteline mature prezintá o structurá similará cu cea observatá de 
alti autori la diferite specii de amfibieni (8, 9, 14, 22, 24, 33) si se caracterizeazá 
prin prezenta unui miez cristalin, un strat median mai dens și un strat extern mai 
lax (fig. 16). Chiar după formarea plachetelor viteline mature, se mai observă fu- 
ziuni între corpii multiveziculari și stratul extern al plachetei (fig. 17). 

Injectarea de peroxidază în sacii limfatici a demonstrat că foliculii viteloge- 
netici preiau trasorul din circulație, acesta fiind identificat ulterior la periferia pla- 
chetelor viteline primordiale (fig. 18), sau in stratul superficial al plachetelor viteline 
mature (fig. 19). Prezenta peroxidazei la suprafata plachetelor viteline a fost ob- 
servatá de asemenea la Xenopus laevis (5) si ea nu este surprinzátoare, deoarece 
aceste organite considerate lizozomi modificati reprezintá destinatia Met mole- 
culelor internalizate de ovocit (20). | | 

În timpul vitelogenezei plachetele viteline primordiale si mature sunt insotite 
de picáturi lipidice cu aspect diferit (fig. 20 a.b.). 

Un aspect caracteristic speciilor de Ranidae este acela al prezentei cristalelor 
mitocondriale. Observațiile noastre au indicat prezenţa în ovocitele vitelogenetice 
a două tipuri de mitocondrii care contin cristale. Primul tip este abundent în mase- 
le mitocondriale (fig. 21) si cristalul este inconjurat de o membraná dublá, in timp 
ce mitocondriile înconjurătoare prezintă un matrix dens. Al doilea tip a fost iden- 
tificat mai ales în citoplasma corticală si în jurul cristalului, există structuri mem- 
branare mai complexe (fig. 22). 

Observațiile anterioare la Rana esculenta si Rana temporaria (13): au evidenţiat 
că mitocondriile posedă două tipuri de incluzii cristaline, unul localizat în matri- 
xul mitocondrial și altul in criste (26). 

Cristalele mitocondriale reprezintă un procent mic din structurile cristaline 
din ovocitul complet dezvoltat (9) si au fost identificate la diferite specii de Rani- 
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Fig. 11 — Plachetă viteliná primordială; X60000. 


i Fig. 12 — Plachetă vitelină primordială, Х120000. 


Fig. 16 — Periferia unei plachete viteline mature; 


! | x60000. a — cristal vitelin; b — strat extern dens; c — strat extern 
| lax; X180000. 


Fig. 13 — Plachetă vitelină primordială; х60000. 


Fig. 17 – Corp multivezicular fuzionat cu stratul extern al unei plachete mature; 
x90000. 


Fig. 14 — Fuziuni între plachetele viteline primordiale; 
: х45000. 
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i А -— ig. 21 — ă mit drialá î > 
: Fig. 18 - După injectarea de HRP, reacția Fig. 21 - Masă mitocondrială în care se 


peroxidazică apare la periferia plachetelor 
viteline primordiale; X24000. 


remarcă un cristal mitocondrial; X60000. 


Fig. 19 — Reactia peroxidazică este pozitivă si în 
stratul extern al plachetelor viteline mature; X18000. 


Fig. 22 – Mitocondrie care 
contine un cristal mitocon- 
drial; X30000. 


dae: R. pipiens (11, 39, 40), R. temporaria si R. esculenta (25), R. catesbeiana (42) 
si R. nigromaculata (28). 

Desi initial aceste cristale mitocondriale au fost considerate a sta la originea 
vitelusului (8, 39), ulterior au fost identificate diferente intre cristalele mitocondri- 
ale şi cele viteline (38). Aceste diferente se referă la structura cristalului (15, 16, 
25), compozitia chimicá (25, 42) si originea acestor cristale (40, 41). 

Cu toate cá aceste cristale intramitocondriale nu sunt implicate in formarea 
vitelusului, funcţia lor rămâne necunoscută. 

În concluzie, observaţiile noastre realizate pe R. ridibunda au indicat aspecte 
electrono-microscopice comune cu cele raportate Іа alte specii de amfibieni, dar si 
| particulare cum ar fi: macropinocitoza celulelor epiteliului folicular, structura an- 
B velopei viteline si prezenţa unor „macroinvaginări” la nivelul membranei ovocitare. 


' Fig. 20 a, b — În citoplasma ovocitului.viteloge- 
| netic există picături lipidice (+) cu o morfolo- 
BEEN gie diferită: omogene (a) sau heterogene (b); 
NE | X18000. 
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ENDOCITOZA ÎN FAZĂ FLUIDĂ A FITC-DEXTRAN ÎN 
OVOCITELE DE Carassius auratus gibelio 
„IN VIVO” $1 „IN VITRO" 


OTILIA ZĂRNESCU, R. MEȘTER 


The in vivo and in vitro uptake of a tracer of fluid phase endocytosis (FITC-Dextran; Av. Mol. 
Wt-580,000 D) into developing oocytes of Crucian carp, Carassius auratus gibelio, was studied. 
For in vivo study we have injected FITC-Dextran to young growing females and sampled 
after 24 hours. Also, the development of a short-term culture system (1, 3, 4 and 24 hours) 
meant for studying FITC-Dextran sequestration in vitro into previtellogenic and early vitello- 
genic follicles of Crucian carp is described, 
In vivo, the size of follicles had a considerable bearing on the rate of exogenous substance 
sequestration; previtellogenic follicles did not uptake FITC-Dextran in considerable amounts. 
These results indicate that the ability of oocytes to sequester exogenous molecules with a high 
molecular weight depends in vivo on opening of intercellular channels through the follicular 
tissues, thus allowing blood-borne compounds to reach the oocyte surface. 
In vitro sequestration of FITC-Dextran persisted at temperatures below 4°С, showing that tlie 
uptake mechanisms were adapted to low temperatures in this species. Also, іп vitro studies 
showed that late previtellogenic follicles divested of the surface epithelium and follicles di- 
vested of both the surface epithelium and theca (and sometimes of follicle cells) were capable 
of sequestering fluorescerit tracer at a higher rate. 


La vertebratele inferioare, cresterea si diferentierea ovocitului implicá prelu- 
area prin endocitoza mediată de receptor a unei proteine plasmatice sintetizată in 
ficat numită vitelogeniná (21, 39). O dată internalizată, vitelogenina este clivatá 
proteolitic si convertitá fn proteine viteline de tipul lipovitelinului si fosvitinului, 
molecule care sunt depozitate în granule (pesti) sau plachete viteline (amfibieni). 

Studierea căii prin care diferite molecule ajung la ovocit s-a realizat folosind 
markeri electrono-dengi ca peroxidază (1, 2, 8, 16, 23, 24, 42), feritină (6, 8), 
dextran-fier, thorotrast (8) si vitelogeniná marcatá radioactiv (23, 24, 38), sau cu 

aur coloidal (41). | | 
Berlin si Oliver (4) au caracterizat FITC-Dextranul ca un indicator al endoci- 

tozei în fază fluidă, observându-se ulterior cá acest trasor nu traversează membra- 

na plasmatică și nu se adsoarbe la suprafața celulelor (33). Dextranii fluorescenti 


- sunt relativ inerti și prezintă toxicitate redusă, fiind folosiţi pentru studierea comu- 


nicării dintre celule și monitorizarea preluării și procesării moleculelor exogene în 
cadrul procesului de endocitoză (13). 
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Elaborarea unor sisteme de cultură pe termen lung pentru foliculii ovarieni in 
dezvoltare este, în general, dificilă (11, 20, 22). În cazul vertebratelor ovipare, 
numai la amfibieni (Xenopus laevis) s-a realizat supraviețuirea şi creșterea ovoci- 
tului pe parcursul a câteva zile (36, 37, 38). | 

Га pestii teleosteeni au fost raportate о serie de culturi pe termen scurt (până 
la 24 de ore) în care ovocitul și-a menţinut viabilitatea și a sechestrat vitelogenina 
din mediu (14, 17, 19, 25, 26, 30). 


S-a demonstrat că în ovarul mamiferelor comunicarea intercelulará este . 


esențială pentru funcția ovocitará normală. Deși rolul acestei comunicări interce- 
lulare în ovarul peștilor nu este complet elucidat, el poate juca un rol important. În 
general, procedurile manuale de îndepărtare a straturilor periovocitare pot de- 
termina leziuni mecanice care afectează supraviețuirea și creşterea ulterioară a 
ovocitului. | 


S-a demonstrat recent la Oncorhynchus mykiss (19) cá foliculii ovarieni 


cultivati până la 6 zile, individual sau sub formă de lamelá (grup de 10 foliculi 
ovarieni) supraviețuiesc si sechestrează vitelogenina din mediu, pe care o proce- 
sează ulterior prin clivaj proteolitic. 

Scopul acestui studiu a fost caracterizarea preluárii in fazá fluidă a unui tra- 
sor fluorescent (FITC-Dextran) in vivo şi in vitro în foliculii previtelogenetici ȘI 
vitelogenetici ра de Carassius auratus gibelio. | 


MATERIAL SI METODÁ 


D 


Experimentele.au fost realizate pe femele de Carassius auratus gibelio, pro- 
venite de la Statiunea de Cercetári Piscicole Nucet. 

Administrarea conjugatului FITC-Dextran in vivo: i 

Femele de caras în greutate de 85-90g au fost injectate intraperitoneal cu 
1 ml de FITC-Dextran (Sigma, SUA), cu o greutate moleculară de 580,000 D, 
dizolvat în 0,8% NaCl. Concentratia administrată a fost de 70 mg/ml. Animalele 
au fost sacrificate după 24 de ore. | 

Administrarea conjugatului FITC-Dextran in vitro: 

S-au recoltat fragmente de ovar care au fost plasate in mediu de culturá Lei- 
bovitz (L-15, Sigma, SUA), pH 7,7, filtrat prin filtru steril de 0,22 um (Sartorius 
AG, Germania) — 

Foliculii ovarieni izolaţi din fragmentele ovariene au fost incubati о ога la tem- 
peratura camerei in mediul de culturá L-15, suplimentat cu 10% ser fetal de vitel 
(Gibco, SUA) si antibiotice (streptomiciná 250 ug/ml și penicilină G 250 u.i/ml). 

Dupá acest interval de timp, s-au indepártat din mediu ovocitele alterate. 
Restul foliculilor ovarieni au fost incubati în mediul de cultură în prezența 
FITC-Dextran, într-o concentraţie de 2,5 mg/ml. S-au cultivat câte 30 de ovocite 
în plăcuțe sterile de 1 ml. - n 
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Incubarea ovocitelor s-a realizat initial două ore la 4°С, după care au fost 
aduse la temperatura camerei, unde s-a continuat incubarea la diferite intervale de 
timp: 1, 3, 4, și 24 de ore. 

La sfârșitul perioadelor de incubare, foliculii ovarieni au fost spálati de trei 
ori cu mediu de cultură L-15, la care s-a adăugat 0,1% albumină serică bovină. 

Prelucrarea probelor pentru vizualizarea in microscopia de fluorescentá 

Fragmente de ovar de la femele de caras injectate intraperitoneal și foliculii 
ovarieni cultivați în prezența FITC-Dextran au fost fixate peste. noapte la 4°C 
în 10% formaldehidă, în tampon in: salin, pH 7,4. La fixator s-a adáugat 
1% DMSO. 

După fixare probele au fost spălate, deshidratate, clarificate si incluse în pa- 
rafină cu punct de topire 42-44?C (Merck, Germania). 

Lamele cu secțiuni au fost montate în glicerol: PBS (9:1) cu 2 mg/ml pheny- 
lendiamină și au fost examinate la un microscop Fluoval (Zeiss, Jena), echipat cu 
lampă de mercur în sistem epifluorescent si filtre corespunzătoare pentru FITC. 

După vizionarea in microscopia de fluorescentá, lamele au fost colorate cu 
hematoxilină-eozină. 


REZULTATE ȘI DISCUŢII 


Ovarul femelelor de Carassius auratus gibelio folosit în experimentele de 
endocitozá in vivo si in vitro se caracterizează prin prezența foliculilor ovarieni 
previtelogenetici si vitelogenetici timpurii. 

Endocitoza complexului FITC-Dextran in vivo 

La 24 de ore dupá administrarea trasorului se observá o acumulare intensá in 
interiorul vaselor de sânge din teaca foliculară (fig. 1A) si în celulele foliculare din 
jurul ovocitelor previtelogenetice timpurii (fig. 18) 4 şi târzii, cu alveole corticale 
(fig. 1C). 

Ín citoplasma perifericá a ovocitelor vitelogenetice timpurii, ligandul a fost 
internalizat în cantităţi reduse, fiind localizat în lizozomii corticali (fig. 1D). Cea 
mai intensă acumulare a fost observată în această variantă experimentală, în in- 
teriorul foliculilor atretici (fig. 1E). 

" Studierea in vivo a căii prin care diferite molecule ajung la ovocit s-a realizat 
folosind markeri electrono-denşi ca peroxidazá (1, 2, 9, 16, 23, 24, 42), feritiná 
(6, 9), dextran-fier, thorotrast (9) si vitelogeniná marcatá radioactiv (23, 24, 39), 
sau cu aur coloidal (41). 

S-a arátat anterior la Carassius auratus gibelio (42) cá moleculele exogene 
trebuie sá strábatá in drumul lor spre ovocit o serie de straturi celulare si acelulare. 
Moleculele exogene pot fi preluate de către celulele endoteliale ale capilarelor 
tecale si pot fi identificate în lizozomii celulelor tecale și foliculare din foliculii 


‚ previtelogenetici si vitelogenetici timpurii. 
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Transportul moleculelor prin epiteliul folicular se realizează în principal prin 
canale existente între celule (23, 24, 41). Prezenţa acestor canale a fost demon- 
strată la diferite specii de pești (10, 12, 18). Capacitatea foliculilor ovarieni de a 
sechestra VTG este corelată cu deschiderea canalelor din țesutul folicular, ceea ce 
permite proteinelor serice să ajungă la suprafața ovocitului (31, 34, 40). 

Internalizarea redusă a ligandului în ovocitele previtelogenetice poate fi ex- 
plicată prin faptul că aceste canale nu sunt încă operaționale pentru a lăsa să treacă 
molecule de dimensiunea FITC-Dextranului (580 000 D). Greutatea moleculară a 
vitelogeninei native la Carassius auratus, principala proteină serică internalizată 
de ovocit este de 380 000 D(8). | 

Endocitoza complexului FITC-Dextran in vitro 

În figura 2A se remarcă foliculii ovarieni previtelogenetici târzii și viteloge- 
netici timpurii, precum și lamele ce conţin foliculi previtelogenetici timpurii. Ana- 
lizele histologice au arătat că majoritatea foliculilor supraviețuiesc bine în cultură 
si internalizează moleculele exogene. ; 

- S-a demonstrat anterior cá în cazul peștilor din zonele temperate, mediul de 
cultură L-15 suplimentat cu ser fetal de vițel și antibiotice reprezintă un mediu 
adecvat pentru culturile celulare și tisulare (7). 

Foliculii ovarieni sunt înconjurați fie de celulele foliculare (fig. 2B), fie celu- 
lele foliculare s-au desprins sub formă de teci, astfel încât ovocitul rămâne încon- 
jurat numai de zona radiata (fig. 2C). | 

Foliculii neviabili se caracterizează prin coalescenta citoplasmei și formarea 
unei zone translucide la periferia ovocitului (fig. 2D). Pierderea viabilitátii ovoci- 
tului reprezintá probabil o alterare a functiei osmotice normale (19). 

La Onchorhyncus mykiss (30) îndepărtarea epiteliului si {еси foliculare de- 
terminá o supravietuire de 50-55% a ovocitelor, in timp ce completa denudare а 
foliculului (îndepărtarea epiteliului, tecii și celulelor foliculare), determină o 
supraviețuire de sub 40% (26). S-a demonstrat recent că în cazul cultivării ovoci- 
telor în grup (lamele ovariene cu 10 foliculi), supraviețuirea este mult îmbunătăţită 
(9096, după 6 zile de cultură). 

Experimentele noastre au arătat că foliculii previtelogenetici și vitelogene- 
tici timpurii sechestreazá FITC-Dextran din mediul de cultură. 

După incubare, 2 ore la 4°C ligandul fluorescent a fost detectat la nivelul 
porilor zonei radiata (fig. 3A) si în citoplasma corticală a ovocitelor vitelogenetice 

timpurii (fig. ЗВ), ceea ce sugerează că procesul de inte:nalizare nu este dependent 
de temperatură. 

La 3 ore de incubare la temperatura camerei, ligandul fluorescent a fost iden- 
tificat în lizozomii corticali din ovocitele vitelogenetice tirapurii (fig. ЗС), pentru 
ca ulterior, la 4 ore să existe o acumulare intensă în unii foliculi previtelogenetici 
târzii cu alveole corticale (fig. 3D). 

După 24 de ore de cultură, se remarcă în toată citoplasma ovocitelor vitelo- 
genetice timpurii numeroşi corpi multiveziculari care conţin ligandul fluorescent 


Fig. 4 A-D - Endocitoza complexului FITC-Dextran ín vitro. A — după 24 de ore de cultură apar 
numerosi corpi multiveziculari fluorescenti în citoplasma ovocitelor vitelogenetice; B — o acumulare 
mai intensă a FITC-Dextran în citoplasma corticală a ovocitelor previtelogenetice timpurii si târzii cu 
alveole corticale — C; D — în cazul în care celulele foliculare și tecale rămân în jurul ovocitului, ele 
internalizează masiv FITC-Dextran (săgeata) blocând accesul acestuia la ovocit. 
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genetice timpurii si în unii 


-Dextranul a fost identificat în lizozomii corticali din ovocitele vitelo; 


Fig. 3. – C - după 3 ore de incubare, FITC 


ale — D la 4 ore de incubare; ac — alveole corticale; zr — zona radiata. 


foliculi previtelogenetici târzii cu alveole cortic 


„Fig. 1 A-E - Endocitoza complexului FITC-Dextran in vivo. А — acumulare intensă în interi- 
orul vaselor de sânge din teaca foliculară (săgeata); B — internalizarea complexului fluorescent 
de către celulele foliculare din jurul ovocitelor previtelogenetice timpurii (săgeata); C — prelua- 
rea complexului fluorescent de către celulele foliculare din jurul ovocitelor previtelogenetice 
târzii cu alveole corticale (săgeata), D — FITC-Dextranul se acumulează foarte intens în foliculii 
ovarieni atretici, ac — alveole corticale; E — cea mai puternică acumulare de FITC-Dextran a fost 

observată în foliculii atretici. 


Fig. 2 A-D - Morfologia foliculilor ovarieni viabili (A-C) si neviabili (D) în cultură. A – foliculi 

ovarieni previtelogenetici târzii (săgeata), vitelogenetici timpurii (—>) şi lamele ovariene care contin 

foliculi previtelogenetici timpurii (ж); В — în cultură foliculii vitelogenetici pot fi înconjurați de 

stratul celulelor foliculare (săgeata); C — acest strat se desprinde de pe suprafața ovocitului (săgeata); 

ac — alveole corticale; zr — zona radiata; D — alterarea ovocitului este însoţită de apariţia unei zone 
translucide la periferie (săgeata). 
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(fig. 4A). De asemenea, se constată o acumulare intensă în citoplasma corticală a 
ovocitelor previtelogenetice timpurii (fig. 4B) si târzii, cu alveole corticale (fig. 4C). 
In vitro, în cazul în care celulele foliculare și tecale rămân în jurul ovocitului, ele 
internalizează masiv FITC-Dextran, blocând accesul acestuia la ovocit (fig. 4D). 
O serie de studii au demonstrat că ovocitele pot prelua diferite molecule exo- 
gene, dacă sunt prezente în concentrații corespunzătoare în spaţiul periovocitar 
sau, în mediul de incubare (3). 

La şoarece s-a demonstrat recent (15) că zona pellucida este permeabilă pen- 
tru FITC-Dextrani cu greutăți moleculare cuprinse între 71,2 kDa si 170 kDa. 

Rezultatele noastre demonstreazá o acumulare mai intensá a FITC-Dextranului 
în cazul foliculilor ovarieni în cultură. Aceste rezultate sunt probabil consecinţa 
îndepărtării invelisurilor periovocitare în cazul foliculilor cultivați, astfel încât li- 
gandul poate ajunge la suprafața ovocitului $1 este ulterior internalizat. 

În acest sens, s-a demonstrat că la Xenopus laevis pinocitoza in vitro în foli- 
culii ovarieni fără teacă este mai intensă decât cea in vivo (35, 36). 

În ovocitele previtelogenetice liganzii internalizati nespecific sunt destinati: 
lizozomilor. 

S-a demonstrat că la pești primii lizozomi apar în stadiile timpurii ale ovoge- 
nezei, şi se găsesc izolaţi, sau în grupuri în citoplasma corticală (6, 27, 32). Ulteri- 
or, ei se acumulează rapid, inițial formând un strat cortical continuu, pentru ca 
apoi să migreze în toată citoplasma. Din acest moment ei formează cel mai volu- 
minos compartiment al celulei chiar după formarea alveolelor corticale. La înce- 
putul vitelogenezei lizozomii pierd activitatea hidrolazică. 

Datorită acestui comportament enzimatic diferit al lizozomilor ovocitari, 
moleculele exogene internalizate de ovocitele previtelogenetice sunt supuse de- 
gradării în timp ce o parte din cele care pătrund în ovocitele vitelogenetice se pot 
integra în plachetele viteline în formare. În acest sens, s-a demonstrat că ovocitele 
peștilor sunt capabile să internalizeze nespecific diferite molecule (feritină, HRP, 
BSA) prin endocitoză în fază fluidă, care sunt transportate ulterior la plachetele 
viteline (5, 6, 24, 28, 29, 42). 

Ín concluzie, rezultatele noastre demonstreazá cá moleculele exogene cu gre- 
utate moleculară de 580,000 D nu pot Я internalizate eficient in vivo, in foliculii 
previtelogenetici si vitelogenetici timpurii, datoritá faptului cá шие celulele foli- 
culare canalele intercelulare nu au devenit permeabile pentru molecule de această 
dimensiune. 

În cultură, reducerea sau absența ínvelisurilor foliculare permite accesul li- 
gandului fluorescent la ovocit. 
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ASPECTE ULTRASTRUCTURALE ALE CORNEEI 
LA Carassius auratus gibelio 


LUCIA MOLDOVAN*, MARIA CALOIANU*, OTILIA ZĂRNESCU**, 
OANA CRĂCIUNESCU* 


The comea of the Crucian carp, Carassius auratus gibelio, was examined at the transmission 
electron microscopic level. The presence of glycosaminoglycans (САС) in this fish cornea 
was revealed by a specific method using Ruthenium Red as a cationic dye. 

The layers found in the Crucian carp cornea were: the epithelium, the stroma, a thin and 
partially broken endothelial basement membrane (instead of the Descemet's membrane), the 
endothelium. No true Bowman's layer was observed. Posterior to the stroma we identified a 
thick cellular layer that represented the autochthonous layer. 

The corneal stroma contains numerous collagen fibrils lamellas, orientated perpendicularly to 
neighbouring lamellas and a few scattered keratocytes. Electron micrographs of Ruthenium 
Red stained corneal stroma show САС filaments bridging collagen fibrils, in a pattern similar 
to that observed in bovine corneal stroma. 


Corneea este un tesut transparent, avascular si foarte inervat, situat la polul 
anterior al globului ocular. Este formatá din celule $1 о matrice extracelulará (MEC) 
abundentá, constituitá in principal din colageni si proteoglicani. Celulele corneei 
sunt reprezentate de keratocite, celule epiteliale $1 endoteliale (1, 2). 

Pe lângă proprietățile sale optice, fiind cea mai importantă lentilă de refractie 
a ochiului, corneea are si rol de protecţie, formând o barieră rezistentă mecanic si 
impermeabilă chimic între ochi şi mediul înconjurător. Principala proprietate a 
corneei rămâne transparenţa, care a fost mult studiată atât la vertebratele superi- 
oare, cát si la cele inferioare si s-a dovedit a fi rezultatul absorbției minime а 
luminii de către stroma corneană, ceea ce determină o atenuare a intensității lumi- 
noase (3, 4, 5). Numeroase studii au arătat că proprietăţile optice și mecanice ale 
corneei sunt determinate atât de structura și compoziția sa unică cât şi de caracte- 
risticile țesuturilor adiacente, cum sunt glandele conjunctivale si lacrimale, саге 
menţin o suprafață corneană anterioară netedă (6, 7, 8). 

Din punct de vedere structural, cel mai mult s-a studiat corneea vertebratelor 
superioare, care prezintă o structură unică, relativ simplă, cuprinzând din direcția 
anterior-posterioară cinci straturi principale: epiteliul, stratul Bowman, stroma, 
membrana Descemet si endoteliul. Studii relativ recente asupra corneei unor ver- 
tebrate inferioare acvatice ca de exemplu, teleosteenii, au evidențiat si alte compo- 
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nente structurale, ca о adaptare la mediul de viaţă, cum ar fi lentilele sau membranele 
de protecție, stratul autohton, stratul iridiscent și filtrul cornean galben (9,10, 11). 

Scopul prezentei lucrări a fost caracterizarea electronomicroscopică a cor- 
neei de Carassius auratus gibelio şi evidenţierea glicozaminoglicanilor din stro- 
ma sa corneaná printr-o metodă de microscopie electronică specifică, utilizând 
drept colorant roșu de ruteniu. 


MATERIAL ȘI METODĂ 


Comeile de caras auriu au fost procurate de la Staţiunea de Cercetări Piscico- 
le Nucet. Tesuturile prelevate imediat după sacrificarea peștilor au fost fixate timp 
de 6 zile în tampon cacodilat de sodiu 0,1M, pH 7,4 conţinând glutaraldehidă 2,5% 
și paraformaldehidă 2%. Fragmentele de cornei astfel fixate au fost postfixate în 
tampon cacodilat 0,1M, conținând tetraoxid de osmiu 1%, pentru 2h, la 4°С. După 
deshidratare si includere în Epon 812, secţiunile ultrafine au fost colorate cu acetat 
de uranil si citrat de plumb, în vederea analizării prin microscopie electronică (uti- 
lizând un microscop PEM-100). 

Pentru evidenţierea glicozaminoglicanilor (GAG) în corneea de pește, com- 
parativ cu cea boviná am utilizat o metodă modificată de colorare specifică cu roşu 
de ruteniu (Ruthenium Red-Merck) (12). Fragmente din cele două țesuturi au fost 
fixate în tampon cacodilat de sodiu 0,1M, pH 7,4 conţinând glutaraldehidă 2,5% si 
roşu de ruteniu 0,3%. După spălarea de trei ori, câte 15 minute, cu soluţie de ca- 
codilat de sodiu 0,1 M, pH 7,4, probele au fost postfixate în tampon cacodilat de 
sodiu 0,1M, pH 7,4 conţinând tetraoxid de osmiu 1% si roşu de ruteniu 0,3%. 
Etapele ulterioare sunt comune cu cele prezentate la metoda de mai sus. 


REZULTATE 


Pentru studiul organizării structurale a corneei de caras auriu (Carassius au- 
ratus gibelio), am utilizat microscopia electronică de transmisie. 

Imaginile obținute au evidenţiat că, la suprafața corneei, există un epiteliu 
pluristratificat, care se continuă cu epiteliul conjunctivei. Celulele epiteliale su- 
perficiale prezintă în microscopia electronică numeroase spaţii intercelulare și 


interdigitatii (fig. 1). Toate celulele epiteliale sunt unite prin jonctiuni celulare de 


tipul desmozomilor (fig. 2). Sub epiteliu există o membrană bazală redusă ca di- 
mensiune. 

Stroma corneană este alcătuită din numeroase lamele, în care fibrele de cola- 
gen ale fiecărui strat sunt strâns împachetate într-o substanță fundamentală, amorfă 
(fig. 3). Fibrilele de colagen din fiecare lamelă sunt orientate în unghi drept faţă de 
cele din lamelele adiacente (fig. 4). | 
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Fig 1 - Celulă epitelială în corneea de caras auriu. Se remarcă prezenţa spaţiilor intercelulare si a 
interdigitaţiilor (săgeți), X6800. 

Fig. 27 Celulele epiteliale sunt unite prin jonctiuni celulare de tipul desmozomilor (săgeată); X34000, 
Fig. 3 ~ Dispoziţia lamelelor de colagen din stroma corneei de peste. Fiecare lamelá este compusá din 
fibrile subțiri de colagen paralele între ele; X13600. 
pig 4- Fibrilele de colagen dintr-o lamelă sunt illa perpendicular față de cele din lamelele vecine; 
X34000. 


= 
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5 — În regiunea posterioară а stromei sunt prezente lamele colagenice mai subțiri comparativ сп 
restul stromei; X17000. 
Fig. 6 — Keratocit dispus între lamelele siromale; X10200. 
^ Fig. 7 ~ Prelungire citoplasmatică a keratocitului stromal; X17000. 
Fig. 8 - Membraná bazată endotelialá incompletă (săgeată), X34000, 
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Fig. 9 — Stratul autohton format 
din celule mari, vacuolizate; 
x50000. 

Fig. 10 — Imagine de microsco- 
pie electronicá a glicozamino- 
glicanilor asociati cu fibrilele de 
colagen în stroma corneei de 
caras auriu (săgeți); X34000. 
Fig. 11 — Evidenţierea electro- 
nomicroscopică a glicozamino- 
glicanilor în stroma corneei de 
bovine (săgeți); «50000. 
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În regiunea posterioară, în apropierea endoteliului, lamelele stromale sunt 
mai subțiri (fig. 5), comparativ cu restul stromei. Între lamelele stromale se găsesc 
keratinocite (fig. 6), care prezintă prelungiri citoplasmatice lungi (fig. 7). În cito- 


plasma acestor celule, se găsesc distribuite perinuclear mitocondrii, picături lipi- 


dice si glicogen. 

La aceastá specie nu s-a putut observa o membraná Descemet desi, uneori, se 
remarcă, în anumite regiuni, о membrană bazală endotelială incompletă (fig. 8). 
Sub această membrană s-a evidențiat un strat endotelial foarte subţire. În cazul 
corneei de pește, în regiunea posterioară a stromei corneene se găsește un strat 


„autohton, alcătuit dintr-un tesut lax, format din celule mari, vacuolizate (fig. >). 


Colorarea cu roșu de ruteniu a evidențiat în microscopia electronică prezenta 
GAG care decorează fibrilele de colagen din stroma corneană (fig. 10). Modelul 
de decorare a fibrilelor de colagen cu GAG este similar cu cel observat de noi în 
cazul fibrilelor de colagen din stroma corneană bovină (fig. 11). 


DISCUȚII 


Învelișul extern al globului ocular este reprezentat în partea sa anterioară de 
o membrană transparentă numită cornee, care se continuă la nivelul limbului 
sclero-cornean cu o structură alb-gálbuie, sclerotica. 

Lumina care ajunge la nivelul corneei este reflectată si refractatá, corneea 


„având rolul unei lentile convergente, a cărei putere este determinată de indicele de 


refracție, care la mamifere are valoarea medie de 1,37 (13). La vertebratele inferi- 
oare acvatice, indicele de refracție al luminii este foarte mic în raport cu cel găsit la 
mamifere. De aceea, rolul principal al corneei acvatice este realizarea unei protectii 
între ochi $1 apă și menţinerea unei suprafeţe optice, transparentă si netedă (14). 

Pentru studiul structurii corneei de Carassius auratus gibelio şi al organi- 
zării macromoleculelor sale structurale (colagen și glicozaminoglicani) am folosit 
microscopia electronică de transmisie. După cunoştinţele noastre, acestea sunt pri- 
mele observaţii asupra corneei de caras auriu. 

Suprafaţa celulelor epiteliale externe ale corneei i de caras auriu prezintă nu- 
meroase evaginări sub formă de microvili şi micropliuri, într-un aranjament simi- 
lar cu cel observat in corneea altor teleosteeni ca, de exemplu, Limnichthyes 
fasciatus (14) si Lepisosteus platyrhincus (15). Studii anterioare au arătat cá aran- 
jamentul acestor spatii intercelulare este specific speciei și că, rolul lor important 
este de а mări suprafaţa de difuzie si transport activ al sărurilor între ochi si apa din 
jur. La om si mamifere, cu excepția celor marine, microcutele epiteliale joacă un 
rol major în stabilizarea lichidului lacrimal esențial pentru vederea clară (16). 

În corneea de Carassius auratus gibelio s-a evidenţiat prezenţa unei mem- 
brane bazale epiteliale fine, dar nu s-a observat un strat Bowman bine definit. În 
condiţiile în care stratul Bowman lipsește, se pare că membrana bazală, alături de 
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epiteliul pluristratificat au rolul unei bariere pentru fluxul de ioni de sodiu $1 apá 
(17). Acest strat nu s-a evidențiat nici la alti teleosteeni, precum Limnichthyes 
fasciatus (14), dar a fost observat la Petromyzon marinus (18) si la unele elasmo- 
branhii (19). 

Urmátorul strat cornean evidentiat. a fost stroma, care este alcătuită din fibri- 
le de colagen, asociate în lamele orientate perpendicular una față de alta, într-o 
formă similară cu cea de la corneile vertebratelor superioare. Grosimea lamelelor 
colagenice este diferită în regiunea posterioară, comparativ cu cea anterioară. 
Existența lamelelor de colagen mai groase în regiunea de lângă epiteliu poate fi 
rezultatul lipsei stratului Bowman. Dispozitia fibrilelor de colagen in stroma cor- 
neei de caras auriu si cea a keratocitelor este similará cu cea observatá la bovine î in 
studiile noastre anterioare (5). 

În regiunea posterioară a corneei de caras auriu, între stromă şi endoteliu, a 
fost pus în evidență un strat de ţesut conjunctiv cu celule mari, denumit stratul 
autohton. Acest strat a fost inițial sesizat de către Munk (1968) la Lepisosteus 
productus şi Amia (20). Deși originea şi dezvoltarea acestui strat nu sunt pe deplin 
elucidate, se crede că funcţia sa de bază este una de refracție (11). La corneile unor 
teleosteeni (Corythoichthyes paxtoni), acest strat se uneşte posterior cu un strat 
celular iridiscent. Culoarea celulelor iridiscente depinde de grosimea şi indicele de 
refracție al stratului respectiv si de unghiul de incidenţă al luminii (11). La 
L. fasciatus, între stratul autohton: $1 cel iridiscent, s-a evidenţiat prezenţa unor 
filtre colorate, specifice pentru condițiile diurne, precum filtrul cornean galben 
(14). Peştii bentonici, care se scufundă în nisip, și-au dezvoltat și alte structuri 
specializate, cum sunt membranele de protecție denumite și lentile (14). 

Membrana Descemet apare, la peștele studiat, ca o membrană endotelială 
întreruptă, asemănător cu cea evidenţiată de Collin & Collin la L. platyrhincus 
(15). Studii anterioare au raportat că, la peşti, membrana Descemet este foarte 
subţire, sau chiar lipsește la unele specii precum Petromyzon marinus (18), sau 
Triglia cuculus (21). La peştii la care acest strat lipsește s-a evidenţiat în stroma 
corneană prezența unor fibre de sutură între fibrilele de colagen uniform organi- 
zate, care pot avea un rol similar cu membrana Descemet (15). 

Endoteliul apare redus ca dimensiune la corneea de caras auriu, în concordanță 
cu ceea ce s-a găsit și la alti pesti, precum Г. platyrhincus (15). Acest strat lipseşte 
la unele elasmobranhii (19), ceea ce sugerează că are o funcţie minimă în menţinerea 
transparenţei corneei, dar constituie o barieră majoră pentru transportul apei prin 
corneea acestor specii. 

Evidenţierea GAG din corneea de Carassius auratus gibelio s-a realizat prin 
microscopie electronică, folosind tehnica de colorare cu roşu de ruteniu. 

Imaginile electronomicroscopice obținute evidențiază prezența GAG în stro- 
ma corneană de caras, sub forma unor granule electronodense, dispuse ordonat 
între fibrilele de colagen, într-o manieră asemănătoare cu cea observată de noi în 
cazul stromei de cornee bovină (fig. 11). Această similaritate privind organizarea 
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glicozaminoglicanilor si fibrilelor de colagen demonstrează cá si în corneea de 
peste, са si la vertebratele superioare, matricea polianionicá de САС este impor- 
tantá pentru menţinerea, constantă a distanțelor interfibrilare colagenice si în hi- 


dratarea normală a țesutului, proprietăți absolut necesare mentinerii transparenţei 


comeene (22, 23). 
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ACTIUNEA ZINCULUI ASUPRA MANTALEI, BRANHIILOR 
SI HEPATOPANCREASULUI DE LA Anodonta cygnaea 
- (MOLLUSCA - LAMELLIBRANCHIATA) 


MARIA NĂSTĂSESCU, VIRGINIA POPESCU-MARINESCU, 
VIORICA MANOLACHE, CARMEN MARINESCU 


When zinc-intoxicated, the epithelia, branchiae, mantle and hepatopancreas of Anodonta cyg- 
naea undergo strong alterations, e.g. the disappearance of cell membranes and cilia, pycnosis 
of the nuclei, or even the complete disintegration of ihe cells. Likewise, important alterations 
of the conjunctive tissues present in these structures were noticed. 


Metalele grele, prin afinitatea puternicá gi interactiunea cu anumiti liganzi si 
macromolecule din organismele vii pot să devină foarte toxice pentru vietuitoarele 
din mediul acvatic. 

Metalele grele traversează membrana plasmatică și interacționează cu struc- 
turile citosolice, prin formarea de complexe metaloorganice, sau prin modificarea 
unor etape din metabolismul intermediar. 

Unele metale, ca de exemplu, Cd, Mn, Fe, Ni, Cu, Zn, considerate elemente 
esenţiale, activează anumite enzime şi astfel influențează funcţiile fiziologice ale 
diferitelor organe. | 

Actiunea acestor metale, in diferite concentratii, privind modificárile produ- 
se asupra țesuturilor la nevertebrate, inclusiv la anumite moluște, a mai fost abor- 
datá de unii autori (3), (5), (12). 

Zincul este un microelement indispensabil organismului, dar în situaţiile în 
care depăşește anumite limite de concentraţie devine nociv. Însă, există puţine 
date referitoare la metabolismul zincului la nevertebrate (3), (13). 

În lucrarea de față, am urmărit modificările cito-histologice la nivelul mantalei, 
branhiilor și hepatopancreasului, produse prin acumularea zincului în organism. 


MATERIAL ȘI METODĂ 
De la exemplarele martor si de la cele intoxicate timp de 96 ore cu doze de 


0,3 si 0,8 mg/l Zn (din ZnSO,) s-au prelevat porțiuni de hepatopancreas, branhii 
externe si interne, ca $1 de manta. 
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Aceste piese fixate în Bouin si formol calcic au fost prelucrate prin tehnici 
histologice clasice; secțiunile au fost colorate cu hemalaun-eritrozină, Azan, PAS. 
Menţionăm că intoxicarea exemplarelor de Anodonta cygnaea a avut loc în condiţiile 
testelor statice, în care variațiile principalilor factori mediali s-au produs în limite 
strânse, 


REZULTATE 


Ambele doze utilizate timp de 96 ore s-au dovedit subletale pentru Anodonta 
cygnaea. Dar, testul prelungit la 7 zile a arătat că doza de 0,8 mg/l Zn este 
toxico-letală. 

Mantaua la Anodonta cygnaea este căptușită de un epiteliu paleal саге 
márgineste cavitatea mantalei si un epiteliu extrapaleal ce fateteazá cavitatea din- 
tre manta $1 cochilie. 

La exemplarele martor, epiteliile mantalei sunt unistratificate (fig. 1), consti- 
tuite din celule prismatice prevázute cu cili, printre care se gásesc intercalate celu- 
le mucoase. Celulele sunt mai joase cátre cei doi poli ai mantalei, iar spre mijloc 
mai înalte. Sub epiteliu există tesut conjunctiv cu elemente sanguine. Tot în țesutul 
conjunctiv sunt prezente vase limfatice și mușchi cu orientare diferită. 


Fig. 1 - Anodonta cygnaea, manta de la exemplar martor: a — epiteliu; b — ţesut 
conjunctiv. 
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Ín intoxicarea cu doza de 0,3 mg/l Zn, structura mantalei este foarte mult, 
afectatá. Astfel, epiteliul apare complet distrus (fig. 2) si nu se mai remarcá cilii 
celulelor prismatice. Celulele mucoase nu se mai disting. La ambele tipuri de celu- 
le, limitele celulare dispar, nucleii sunt picnotici. Uneori, epiteliul este pluristrati- 
ficat. Polurile apicale ale celulelor apar întotdeauna distruse. Tesutul conjunctiv 
de sub epiteliu este degradat, nucleii celulelor conjunctive ca și ai elementelor 
figurate sunt picnotici. De asemenea s-au degradat și fibrele musculare. 


Fig. 2 — Anodonta cygnaea, manta de la exemplar intoxicat cu doza de 
0,3 mg/l Zn: a — epiteliul mantalei distrus complet. 


La doza de 0,8 mg/l Zn, epiteliul mantalei în multe porţiuni își păstrează 
integritatea; în alte zone, se observă distrugerea completă a acestuia. Uneori celu- 
lele îşi reduc diametrul transversal, apropiindu-se foarte mult; nucleii apar alungiti, 
alteori complet degradati. Celulele mucoase situate la baza celor ciliate, rar distru- 
se, apar turtite în unele zone; nucleii lor sferici au cromatina bine păstrată, dar 
citoplasma vacuolizată. Tesutul conjunctiv si cel muscular sunt pe alocuri complet 
degradate (fig. 3). 

“Structura branhiilor interne si externe, prelevate de la exemplare intoxica- 
te cu Zn, ca si în cazul mantalei, a fost comparată cu structura branhiilor de la lotul 
martor de Anodonta cygnaea. Nu insistăm asupra aspectului normal deoarece acesta 
a fost deja descris de Manolache și colab. (7). 

Astfel, la doza de 0,3 mg/l Zn, branhiile externe își păstrează mai bine struc- 
tura (fig. 4). Sunt afectate în special branhiile interne, care au epiteliul pe alocuri 
complet distrus. Celulele sunt dezintegrate și apar risipite. Nucleii sunt picnotici, 
cilii distruși. În multe cazuri, la fel de afectate sunt si vasele sanguine care există în 
axul branhiei. Endoteliul vaselor uneori este degradat. Tesutul conjunctiv se modi- 


Fig. 3 - Anodonta cygnaea, manta de la exemplar intoxicat cu doza de 0,8 mg/l Zn: 
a — epiteliul mantalei; b — ţesut conjunctiv. ` 


| ‚ Fig. 4 = Anodonta cygnaea, branchie externă de là exemplar intoxicat cu doza de 
| 0,3 mg/l Zn: a — epiteliu branchial; b — tesut conjunctiv. 


ў fică, iar nucleii apar picnotici. În aceiaşi măsură este afectată şi musculatura. În 
unele zone întreaga structură a branhiei este foarte puternic degradată (fig. 5). 

La doza de 0,8 mg/l Zn, în general, branhiile interne îşi păstrează aspectul 

normal. Totuşi, pe alocuri, lamele branhiale apar rupte și degradate, iar epiteliul 
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branhiei este afectat: celulele au ináltimea mai micá, limitele celulare uneori dis- 
par nucleii devin picnotici (fig. 6). Partial, tesutul conjunctiv din interiorul bran- 
hiei este lizat. Uneori, se remarcá existenta unor celule conjunctive cu nuclei 
picnotici, care împing celulele bazale ale epiteliului bazal. Sunt distruse de aseme- 


nea si celulele sanguine. 


Fig. 5 — Anodonta cygnaea, branchie interná de la exemplar intoxicat cu doza de 
0,3 mg/l Zn: a – epiteliu branchial; b – țesut conjunctiv. 


Fig. 6 — Anodonta cygnaea, branchie interná de la exemplar intoxicat cu doza de 
0,8 mg/l Zn: a - tesut branchial; b — tesut conjunctiv. 
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În ceea ce priveşte branhiile externe, acestea pe alocuri își păstrează aspectul 
normal, alteori sunt distruse. Epiteliul branhial este degradat. Suferă modificări si 
unele componente ale țesutului conjunctiv. 

Hepatopancreasul de la exemplarele intoxicate cu zinc a fost comparat ca 
structură cu cel de la martor. Si la acest organ, aspectul normal a fost descris la 
Anodonta cygnaea si de alti autori (7). 

La doza de 0,3 mg/l Zn tubulii hepatopancreasului apar, în general, complet 
dezorganizati. Sunt porţiuni întregi unde structurile sunt așa de distruse încât nu se 
recunoaște hepatopancreasul ca organ. Atât celulele clare cât şi cele mai îrituneca- 


te sunt degradate total și întregul preparat apare plin cu nuclei picnotici și dâre de. 


citoplasmă (fig. 7). Rar se mai remarcă forma unui tubul hepatopancreatic, dar în 
această situaţie, celulele epiteliului apar distruse. Uneori se observă nucleii picno- 
tici. La fel de dezorganizat este țesutul conjunctiv din jurul tubulilor, în care dis- 
tingem nuclei picnotici ai celulelor conjunctive, sau ai elementelor sanguine, precum 
şi urme de fibre conjunctive. 


Fig. 7 — Anodonta cygnaea, hepatopancreas de la exemplar intoxicat cu doza de 
0,3 mg/l Zn: a — ţesut total dezorganizat. 


La doza de 0,8 mg/l Zn se întâlnesc în hepatopancreas atât tubuli distruși, dar 
si tubuli în care integritatea este păstrată (fig. 8). Ceea ce se remarcă în acești tubuli, 
uneori integri, este faptul că celulele clare apar foarte vacuolizate, limitele dintre 
ele dispărând și rămânând fie nuclei total picnotici, fie cu cromatină foarte aglutinată. 
Celulele întunecate se pare cá sunt puţin afectate; la ele nucleii au aspect normal. 
Dar, şi la aceste celule, uneori, limitele celulare dispar, alteori ele sunt slab distinc- 
te. Tesutul conjunctiv prezintă nucleii celulelor conjunctive și sanguine picnotici, 
""^0ri se mai păstrează amibocite în care sunt prezente granulatii eosinofile. 
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Fig. 8 ~ Anodonta cygnaea, hepatopancreas de la exemplar intoxicat cu doza de 
0,8 mg/l Zn: a - tesut parțial dezorganizat. 


DISCUȚII 


Toxicitatea unor metale grele a fost studiată în special în ceea ce priveşte 
hepatopancreasul, organ în care se produc degradări destul de pronunțate (9). După 
unii autori, metalele endocitate în celule ajung în diferite compartimente celulare 
şi se acumulează în special în mitocondrii sau lizozomi (3). 

La multe specii de nevertebrate, se arată că, prin înglobarea metalelor se 
formează depozite minerale intracelulare, care constituie granule înconjurate de 
membrane. Astfel de granule au fost descrise din hepatopancreasul de Lymnaea 
stagnalis, Helix aspersa (Gastropoda) (10), (11), Balanus balanoides și Carcinus 
moenas (Crustacea) (4), (14). Formarea granulelor este interpretată ca un теса- 
nism de detoxifiere a citoplasmei celulelor digestive. 

Atât din observaţiile noastre cât și din datele existente în literatura de speci- 
alitate reiese cá hepatopancreasul este organul cel mai sensibil la actiunea 
poluantilor. 

Astfel, noi am observat degradarea structurii acestuia, sub actiunea dozelor 
de 0,3 mg/l si 0,8 mg/l Zn. În acest sens, am remarcat distrugerea uneori totală, in 
special, a celulelor clare, vacuolizarea citoplasmei, picnoza nucleilor, disparitia 
membranelor plasmatice si imprástierea celulelor în lumenul tubulilor. În cazul 
ruperii membranelor bazale din jurul tubulilor am observat infiltrarea amibocitelor. 

Așa cum s-a descris şi de către alți autori (3), Zn se acumulează fie în amibo- 
cite, fie în granule intracelulare în diverse organe. Lowe (6) a remarcat la Mytilus 
edulis prezenţa zincului din citoplasma celulelor tubului digestiv. 
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Efectul metalelor grele asupra mantalei si branhiilor a fost putin cercetat la 
moluște; dintre studiile existente asupra acestor organe, mai multe se referă însă la 
efectul Си, Cd, Mn, (1), (2), (5), (7), (12), decât la cel al Zn. 

- În urma unei analize a rezultatelor obținute prin cercetările noastre subliniem 
că, deşi în general, răspunsul unui organism este în relație directă cu doza toxicului 
utilizată în experiment, nu este surprinzător că o concentraţie mai mică a unei 


substanţe nocive produce efecte mai puternice decât o doză mai ridicată, aşa cum. 


s-a întâmplat î în cazul exemplarelor de Anodonta cygnaea. ul 

În sensul unui răspuns al animalelor invers proportional cu concentraţia toxi- 
cului, pledează cercetările lui Salih și colab. (8), care referindu-se la bioacumula- 
rea cuprului si zincului menționează că, în musculatura peștelui Varicorhinus trutta 
rata de acumulare este invers proporțională cu concentraţia din apă a respectivelor 
metale. Pe de altă parte, aceiaşi autori subliniază că rata de acumulare a Mn în 
mușchii și branchiile de Varicorhinus trutta a fost mai mult, sau mai puţin egală la 
o expunere a animalelor la concentrațiile de la 1 până la 1,5 ppm Mn (8). 


CONCLUZII 


Rezumând rezultatele cercetărilor noastre, putem afirma că în cazul intoxi- 
cării cu zinc am constatat la specia Anodonta cygnaea modificări destul de 
pronunţate ale structurii hepatopancreasului, branchiilor și mantalei. Degradările | 
constau în dispariția limitelor celulare, distrugerea uneori completă a celulelor, 
picnoza nucleilor, dispariția cililor, atât la celulele mantalei, cât si ale branhiilor. 
De asemenea, am remarcat distrugerea țesutului conjunctiv și a musculaturii. 

Concluzia generală care se desprinde este cá, Zn chiar în concentraţii subletale, 
în timp de 96 ore, produce modificări ireversibile la nivelul structurii unor organe 
vitale. Prin acumularea în timp a toxicului, se ajunge la moartea organismelor. 
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INSTABILITATEA CROMOZOMIALÁ CONSTITUTIONALÁ 
IN CANCERUL DE COLON 


ZORICA-ILEANA HERTZOG, M. CRUCE, V. PÎRVULESCU, В. HERTZOG* 


It has been established that chromosomal stability is a sine qua non condition for a normal 
development of cellular events. Alteration of ecogenetic equilibrium causes chromosomal 
instability, generating both an abnormal segregation of genetic material and chromosomal 
reshaping. А 
This paper deals with spontaneous and cyclophosphamide-induced chromosomal instability 
in patients with colon and rectal neoplasms. Chromosome analysis in lymphocyte cultures 
indicates a spontaneous instability in 20% of the studied cases and an induced one in 80%. 
Instability consists in'various chromosomal aberrations: chromatid and chromosome breaks, 
centromeric breaks, dicentric chromosomes, or small double chromosomes (dms). 

_ This study sustains the necessity of a genetic consultation for subjects with a high risk for cancer. 


Instabilitatea cromozomială constituţională sau: indusă poate constitui un 
marker al predispozitiei genetice la cancer (8). Instabilitatea cromozomială se 
manifestă prin anomalii constituționale cromozomiale, situsuri fragile și hipersen- 
sibilitate la mutageni-clastogeni (2). | E 

Anomaliile constituționale cromozomiale pot determina dezvoltarea de ti- 
puri specifice de cancer. De pildă, indivizii cu deleti sau translocatii care implică 
regiunea 22411 sunt predispusi Іа meningioame, aceia care prezintă translocatii ce 
implică 3p14 sunt predispusi la cancer renal, iar cei cu deletii ale cromozomilor 
11р13 si 13414 sunt predispusi dezvoltării de tumori Wilms si retinoblastom. 

Situsurile fragile predispun indivizii purtători la dezvoltarea diferitelor 
malignitáti. Exprimarea fenotipicá a acestor situsuri reclamă un mediu de cultură 
al celulelor, lipsit de folat. De pildă, situsul 1p14, care este cunoscut ca un situs 


fragil comun, apare la majoritatea pacienților afectaţi de polipoza adenomatoasá 


familială. | 

АІ treilea tip de anormalitáti citogenetice, care a fost frecvent corelat cu 
predispoziția la cancer, este sensibilitatea la mutageni. De pildă, pacienţii cu sin- 
droame de „rupere cromozomială” sunt predispusi la leucemii. O caracteristică a 
pacienților cu ataxie telangiectazică (AT) şi cu anemie Faconi (AF) o constituie 
sensibilitatea celulelor la mutageni care induc rupturi cromozomiale, celulele AT 
sunt sensibile la radiaţii ionizante și bleomicină, iar celulele AF sunt sensibile la 
agenti alchilanti. În mod similar, celulele pacienților cu sindrom Gardner, predispuși 
cancerului de colon, sunt sensibile la radiaţiile X (5). 
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Așadar, determinarea instabilității cromozomiale spontane sau induse este о > 


metodă de diagnostic a stării precanceroase și se impune ca măsură a sfatului ge- 
netic în detectarea precoce a indivizilor susceptibili la cancer. 

În acest context ne-am propus să efectuăm un studiu citogenetic asupra 
sensibilităţii limfocitelor obținute de la pacienţi cu cancer de colon la ciclofosfa- 
midă — un citostatic cu proprietăţi clastogenice. 


MATERIAL ȘI METODĂ 


Au fost investigati citogenetic 15 pacienţi (11 bărbaţi si 4 femei) cu cancer 
de colon, dintre care unii prezentau o dublă localizare. În ce privește repartizarea 
cancerului de colon pe grupe de vârstă, din cei 15 pacienţi luaţi în studiu, unul 
aparținea grupei de vârstă de 20-45 de ani, trei aparțineau grupei de vârstă 46-55 
de ani, șase aparțineau grupei de vârstă 56-65 de ani, iar cinci aveau vârsta de 


peste 65 de ani. De asemenea, zece cazuri proveneau din mediul urban și cinci ` 


cazuri din mediul rural. 

Cazul care aparținea primului grup de vârstă a prezentat leziuni unice cu 
degenerare rapidă pe fond genetic, iar cazurile cu vârsta peste 55 de ani au prezen- 
tat leziuni multiple care degenerează malign sub influenţa factorilor de risc ce 
agresează mucoasa colică. 

Pentru fiecare caz, au fost inițiate două culturi de limfocite care au fost cres- 
cute pentru 72 de ore în mediu MEM suplimentat cu 10% ser de vițel si РНА-М. O 
cultură din cele două a fost tratată cu ciclofosfamidă (CP) în concentraţie finală de 
0,2 mg/ml mediu de cultură, urmărind aberaţiile cromozomiale induse, iar cealaltă 
cultură a servit pentru studiul aberatiilor cromozomiale spontane. Paralel, au fost 
initiate culturi de limfocite de la donori de sex masculin si feminin, care au servit 
ca probe de control. 

Tehnica preparării cromozomilor a inclus: blocarea mitozelor in metafazá cu 
colcemid în concentrație finală de 0,1 ug/ml pentru două ore Ia +37°С; hipotonie 
cu soluţie de KCI (0,075 M) pentru 10 minute la --37?C; 3 fixări cu amestec de 
metanol/acid acetic glacial (3:1) pentru 30 minute la +4°С; efectuarea lamelor 
cromozomiale care au fost colorate cu solutie Giemsa 10%. 


REZULTATE SI DISCUTII 


Rezultatele analizei citogenetice a cazurilor prezentate sunt sintetizate 
în figura 1. 

Analiza aberatiilor cromozomiale relevă o rată normală a rupturilor spontane 
în 11 cazuri si o rată crescută a aberatiilor spontane în 3 cazuri (18%, 15%, 19,06%). 
În urma expunerii culturilor de limfocite la ciclofosfamidá (CP), rata aberatiilor 
cromozomiale creşte semnificativ în 12 cazuri, în 3 cazuri frecvenţa aberatiilor 
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nedepásind 696. Aceastá observatie ne-a determinat sá analizám arborele genealo- 
gic al cazurilor luate în studiu. În 10 cazuri, analiza genealogică a relevat diferite 
forme de cancer si la alti membri ai familiei. Asa cum se observă în figura 2 (ca- 
zul 4), fiecare generaţie este afectată. 1-F2 a prezentat tumora Nn, 5-F2 - car- 
cinom ovarian, 5-F3 — cancer la stomac. 


Frecvența spontană 


(| Frecventa indusă 


Cancer de colon cancer 


| 3 descendent de stomac | . | 
2 | | 
Г] ( ) | | _ FA 


Fig. 2 ~ Arborele genealogic ai cazului 4. 
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Fig. 4 — Aspect dintr-o metafazá prezentând un cromozom dicentric. 
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Fig. 5 — Metafază prezentând multiple aberaţii: 
А — ruptură cromatidicá; 
B - translocatie; 
C — deletie. 


Spectrul aberatiilor cromozomiale a inclus: rupturi cromatidice si cromozo- 
miale, cromozomi minusculi dubli, cromozomi dicentrici, interschimburi, frag- 
mente acentrice si lacune. Figurile 3, 4 si 5 ilustreazá cáteva dintre aberatiile 
cromozomiale identificate mai frecvent. Dintre aberatiile cromozomiale, rupturile 
si cromozomii dicentrici au apărut cu o frecvenţă de 70% — în toate cazurile cu 
frecventá semnificativá a acestora. Cromozomii minusculi dubli au apárut cu o 
frecventá de 7,6% din totalul aberatiilor. i 

Adenomatoza colonului și a rectului (ACR) este o boală autozomal-domi- 
nantă, asociată cu cancer unde apariția posibilă a instabilității genomice a fost 
foarte mult cercetată. O serie de studii arată o rată normală a rupturilor spontane și 
o sensibilitate crescută a celulelor când acestea au fost expuse unui clastogen 
(N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine) (5). Dacă rearanjamentele cromozomia- 
le constituie un element esenţial in cancerogeneză, atunci fragilitatea cromozomi- 
ală ar putea fi asociată cu un risc crescut al dezvoltării cancerului. Orice individ cu 


-tendința de a dezvolta rupturi va reflecta doi parametri: expunerea la mutageni si 


stabilitatea cromozomială inerentă. Este evident că parametrii genetici se asociază 
cu cei ai mediului pentru a determina efectul unui proces biologic. 

În funcţie de răspunsul individual la expunerea mutagenică, au fost sugerate 
4 oncodeme cu risc diferit la cancer: prima oncodemă include cancerele care se 
dezvoltă din mutatiile.spontane cauzate de radiațiile cosmice; a doua oncodemá 
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include tumorile care se dezvoltă ca răspuns la expunerea mutagenicá în exces; а 


treia oncodemă include tumorile care rezultă din incapacitatea constituțională de a 
răspunde la provocările induse de clastogeni; a patra oncodemă include cancerele 
în care influența mediului înconjurător pare să fie neglijabilă. Cele mai frecvente 
cancere fac parte din oncodemele 2 si 3 (1, 5). | : 

Sensibilitatea celulelor la mutagen nu роже fi. explicată decât la nivel mole- 
cular. La sfârşitul anului 1993 a fost descoperită prima genă a susceptibilitátii la 
cancerul de colon fără polipi. Această genă, numită AMSH2, este omoloagă genei 
mutS de la Escherichia coli. Prin tehnica RFLP, gena a fost localizată pe cromozo- 
mul 2p15-16. La începutul anului 1994 a fost descrisă o a doua genă a suscep- 
tibilitátii la cancerul familial de colon — AMLHI — omoloagă genei mutL de la 
S. cerevisiae. Alte două gene ~ hPMSI si hPMS2 — omoloage genei yPMSI de la 
levuri au fost descrise ca fiind implicate în susceptibilitatea la această formă de 
cancer (4, 6,7). 

Se sugerează că alimentele si proliferarea microbilor în colon supun mucoa- 
sa colică unei agresiuni mutagene permanente la care organul poate rezista datori- 
tă integrității sistemelor de reparare care elimină leziunile. Anomaliile sistemelor 
de reparare sensibilizează mucoasa colică Ја efectul oncogenic al mutagenilor de 
origine alimentară sau microbiană. 

Сепа pentru АСР (adenomatoza colică cu polipi) a fost localizată pe cromo- 
zomul 5421 și, în diferite tipuri de cancere digestive, această genă prezintă câte o 
mutație (7). A fost demonstrată o interacțiune puternică între o regiune de aproxi- 
mativ 15 aminoacizi, a proteinei ACP si cateninele alfa si beta. Cateninele sunt 
localizate la nivelul jonctiunilor aderente dintre epitelii, asigurând inhibitia de con- 
tact. Aceste jonctiuni sunt constituite din caderine, proteine transmembranare, a 
căror porțiune extracelulară intervine în interacţiunile homotipice dintre caderine- 
le celulelor adiacente. Prin domeniul lor intracelular, caderinele interacționează cu 
cateninele alfa și beta, la care se leagă actinele citoscheletului (3, 9). Relaţiile 
dintre citoschelet și moleculele de aderentá intercelulará, pe de o parte, si cancer, 
pe de altá parte, sunt, deja, cunoscute. Modificarea moleculelor de aderentá con- 

duce in mod sigur la dezvoltarea metastazelor. 


CONCLUZII 


Pe baza rezultatelor obtinute putem conchide urmátoarele: 


1) Fragilitatea cromozomialá spontană, semnalată în trei cazuri și cea indusă 
de ciclofosfamidá în 12 cazuri pledează în favoarea unei relații între stabilitatea/ 
instabilitatea cromozomială și riscul la cancer. 

2) Dacă instabilitatea genomică nu poate fi determinată direct, expunerea la 
clastogeni sau radiaţii devine obligatorie pentru studiul MUI cromozomiale 
la persoanele cu risc crescut la cancer. 


P ~ 


Uo 
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„MODIFICAREA COMPOZIȚIEI CHIMICE 
ȘI SCADEREA ÎN GREUTATE LA PUIETUL DE CRAP 
SUB INFLUENTA PERIOADEI DE IERNAT 


ALICE VASILE-ȘERBĂNESCU, AL. G. MARINESCU*, D.VIZITIU 


The chemical composition of the body, the weight and the condition factor (Fulton) of finger- 
lings from three races of common carp (Frásinet, Ineu and Ropsa) were examined before and 
after the winter season. The values of the condition coefficient (Fulton) of fingerlings from 
these three races were found before the winter season, over the optimal levels required for a 
good survival during the winter. The greatest weight, fat and protein content losses during the 
winter season were found to fingerlings from Frăsinet and Ropsa races, the fingerlings of Ineu 
races resisting better to winter conditions. 


Cunoasterea compozitiei chimice a organismului permite aprecierea stárii 
generale de întreţinere a materialului piscicol, oferind informaţii. asupra 
de valorificare a bazei trofice naturale si a diferitelor reţete de furajare. Totodată, 
poate fi stabilită valoarea comercială a cărnii peștelui si sunt obținute date cu pri- - 
vire la parametrul biochimic care trebuie îmbunătăţit în acţiunile de ameliorare 
(Love, 9; Steffens, 14). | Ma 

În perioada de iarnă, peștii înregistrează pierderi în greutate influențate de o 
serie de factori: temperatura apei, starea lor fiziologică generală, vârsta si greuta- 
tea peștelui introdus în heleșteele de iernat etc. 

Obiectivul acestui studiu este aprecierea modificării nivelului principalilor con- 
stituenti chimici ai corpului (apă, grăsime, proteine, substanțe minerale) si a valo- 
rilor coeficientului de condiţie (Fulton), determinarea reducerii greutăţii la puietul 
de crap care aparţine raselor Frăsinet, Ineu și Ropsa, datorate perioadei de iarnă. 


. MATERIAL SI METODÁ 
Materialul experimental care face obiectul acestui studiu este reprezentat de 


puiet de crap, aparținând raselor Frăsinet, Ineu si Ropsa, din helesteele experimen- 
tale care apartin S.C.P. Nucet. 


* Institutul de Biologie Bucureşti, Academia Română, Laboratorul de Fiziologie animală 


St. cerc. biol., Seria biol. anim., t. 49, nr. 2, р. 165-172, Bucureşti, 1997 
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Peștii au fost colectati din helestee la începutul si la sfârşitul sezonului de 
iernat: un număr de 65 de pești (25 exemplare Frăsinet, 20 exemplare шеи, 
20 exemplare Ropsa) în perioada 21 oct.—15 nov. 1996, respectiv 70 de pești 
(25 exemplare Frăsinet, 20 exemplare Ineu, 25 exempiare Ropsa) în perioada 
12 mart.-14 apr.1997. 

Materialu! experimental a fost transportat din helestee în laborator si 
contentionat în recipiente umplute cu apă de robinet, fiind supus unei perioade de 
inanitie de 24 ore în vederea eliminării conținutului intestinal. Ulterior, peștii au 
fost congelati în pungi de plastic, închise ermetic, pentru o perioadă de maxim 
30 zile, timp în care s-a efectuat analiza chimică a acestora. 

Toti peștii au fost analizati individual. Au fost urmăriţi următorii parametri: 
| W X 100 

13 
unde К = coeficientul Fulton, W = greutatea, | = lungimea standard (lungimea cor- 
pului fără înotătoarea caudală). 

Metodele de analiză utilizate sunt cele folosite în mod curent în laboratoarele 
de biochimie animală: umiditatea probelor s-a determinat prin uscarea acestora în 
etuvá la 110?C, grăsimea (lipidele totale) prin metoda Folch modificată de Dumi- 
tru (2) proteina brută prin metoda Kjeldahl, iar conținutul în substanța minerală 
prin calcinare în creuzete de platină până la masa constantă. 


), 


greutatea, lungimea standard si s-a calculat coeficientul Fulton (К = 


REZULTATE 


Pe baza rezultatelor obtinute au fost calculate valorile medii pentru fiecare 
parametru investigat (prezentate în tabelul nr. 1). 


Tabelul nr. 1 


Greutatea, coeficientul Fulton și compoziția chimică la puietul de crap care aparţine raselor 
Frăsinet, Ineu şi Ropsa, anterior și la sfârșitul perioadei de iarnă. 


. FRÁSINET INEU ROPSA 


Toamna 


SEZONUL imá 
NR. PESTI ANALIZATI 
GREUTATEA (g) 
COEF. FULTON (K) 3,14 250 


COMPOZIȚIA CHIMICĂ (9%) 


APA (%) 77,11 8024 | 79,66 80,79 78,91 81,69 
SUBST. USCATĂ (90) 22,88 19,75 20,33 1920 | 21,08 18,30 
GRĂSIME (25) 4,67 2,09 8,50 252 | 413 2,67 


PROTEINE (%) _ —— |: 1637 | 1450 | 1518 | 485 | 1580 | 13,87 
CENUȘĂ (96) 1,03 0,87 | 106 | 096 | 113 


Primávara| Toamna |Primávara| Toamna |Primávara| . 
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Puietul de crap luat în studiu prezenta la sfârșitul perioadei vegetative, ante- 
rioare iernării, o greutate medie cuprinsă în intervalul de variaţie 11,91--30,12 g, la 
sfârșitul perioadei de iernare greutatea variind între 9,82—25,68 g. 

Greutatea cea mai mică s-a înregistrat la exemplarele de crap din rasa Ropsa. 

Scăderea în greutate înregistrată la cele trei rase de crap luate în studiu a fost 
de 20,47% pentru puietul din rasa Frăsinet, 14,74% pentru puietul din rasa Ineu și 
17,54% pentru puietul din rasa Ropsa. 

Coeficientul Fulton (K) reprezenta anterior perioadei de iernare valorile: 
К = 3,14 pentru rasa Frăsinet, К = 2,50 pentru rasa Ineu, К = 2,98 pentru rasa 
Ropsa, iar la sfârșitul iernării K = 2,64 pentru rasa Frăsinet, K = 2,28 pentru rasa 
Ineu, K = 2,48 pentru rasa Ropsa. | 

: Grásimea (lipidele totale) continutá in corpul pestilor anterior iernatului уа- 

riază între 3,50% (nivel corespunzător puietului de crap din rasa Ineu) si 4,67% 
(nivel corespunzător puietului de crap din rasa Frăsinet). La sfârşitul sezonului de 
iernat, datorită consumului energetic, nivelul acestui indicator ajunge la 2,52% 
(pentru puietul de crap Ineu), respectiv 2,09% (pentru puietul de crap Frăsinet). 

Proteina brută conținută în corpul peştilor anterior iernatului se caracterizea- 
ză prin valorile 15,18% (pentru rasa Ineu), 15,80% (pentru rasa Ropsa), 16,37% 
(pentru rasa Frăsinet), nivelul cel mai scăzut observându-se la exemplarele din 


. rasa Ineu. La sfârşitul perioadei de iernat valorile înregistrate se încadrează în 


intervalul de variație 13,87%-14,85%, puietul de crap care aparţine rasei Ropsa 
reprezentând procentul cel mai scăzut de proteină brută. 

Conţinutul în apă al celor trei grupe de peşti analizate variază în intervalul 
77,1 19%0-—79,66% anterior iernării, respectiv 80,24%-81,69% la sfârşitul sezonului 
de iernat. | 

Substanţa minerală (cenușa) conținută in corpul peştilor luaţi în studiu, la 
sfârșitul perioadei vegetative înregistra următoarele valori medii: 1,03% pentru 
rasa Frăsinet, 0,87% pentru rasa Ineu, 0,96% pentru rasa Ropsa, iar la sfârșitul 
iernárii valorile înregistrate fiind usor ridicate: 1,21% pentru rasa Frăsinet, 1,06% 
pentru rasa Ineu, 1,13% pentru rasa Ropsa. | 


DISCUȚII 


În timpul iernării peştii înregistrează pierderi în greutate, nivelul acestor pier- 
deri fiind dependent de starea de întreţinere și de ternperatura apei. Cu cât iarna 
este mai caldá, iar peștii mai slabi, cu atât pierderile sunt mai mari, ajungând une- 
ori până la 20-25%; dacă temperatura din timpul iernii este mai scăzută, iar peștii 
mai grași, procentul de pierderi în greutate este mai mic (9). 

Ca urmare a scăderii temperaturii apei în timpul iernării, crapul devine din ce 
în ce mai puţin activ, iar la temperaturi foarte scăzute (1—0?C), intră în starea de 
hibernare. Temperatura apei, cea mai potrivită pentru iernat, este de 0,5—1?C, iar 
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cresterea temperaturii peste acest prag determina crapul sá iasá din starea de hiber- 
nare, acesta începând să тоже fără a se putea hrăni, consumándu-si rezervele 
energetice și pierzând astfel din greutate (8). 

Condiţiile hidrochimice, în special concentraţia oxigenului solvit în apă şi 
reacția apei, sunt factori care au o influență mare asupra iernării crapului; o supra- 
saturare a apei cu oxigen activează procesele fiziologice ale organismului, 
determinându-l să se miște mai mult și să slăbească (8). 

Pe toată durata experimentului s-a urmărit variația temperaturii apei, cantita- 
tea de oxigen solvit în apă, pH-ul apei. | 

Valorile medii lunare ale temperaturii apei, înregistrate în perioada de iarnă 
au fost: 1,5*C în luna decembrie, 2*C în luna ianuarie, 2,5*C în luna februarie, 
6,6°С în luna martie. | | 

Concentratia oxigenului solvit în apă a variat in perioada de iarnă în interva- 
lul 10,28-11,83 mg 0/1, Havelka recomandând ca în apa helesteelor de iernat 
concentrația O, solvit să nu scadă sub 4 cm?/1 (5), Kirpicinikov considerând un 
necesar de cel puțin 8-9 mg О,/1 (5). 

Reacţia apei a fost normală pe toată perioada iernării, pH-ul prezentând valoa- 
rea medie de 7,5 (grade pH). 

Temperaturile joase și lipsa hranei din timpul iernii conduc la modificarea 
unor indici morfologici (coeficientul de condiţie Fulton) și biochimici (apă, grăsi- 
me, proteine, substanță minerală), fiind afectată starea fiziologică generală a peștelui 
și astfel capacitatea sa de supraviețuire. 

Starea de întreţinere a peștelui poate fi apreciată după nivelul principalilor 
constituenți chimici ai corpului și valorile coeficientului de condiţie. 

La începutul iernatului, puietul de crap care aparține raselor Frăsinet și Rop- 
sa, spre deosebire de crapul Ineu, se caracterizează prin greutăţi medii situate sub 
greutatea optimă (30 g), care este considerată a asigura o iernare a crapului de o 
vară, în bune condiţii (9). 

Luarea în considerare numai a greutății medii înregistrată în timpul perioadei 
de iernare, nu furnizează informații exacte ]а rezistenţa puietului de crap la condiţiile 
“precare de viaţă oferite în timpul iernării, astfel încât trebuie să se ia în considerare 
si gradul sáu de îngrășare. 

Coeficientul Fulton (factorul de condiție, coeficient de îngrășare), indicator 
care exprimă gradul de îngrășare al materialului piscicol, permite aprecierea 
posibilității depășirii perioadei de iarnă de către crap. Pentru o iernare în bune 
condiții si cu o pierdere în greutate redusă la intrarea în iarnă, crapul în vârstă de o 
vară, cu greutatea de peste 20 g, ar trebui să aibă un coeficient de îngrășare (K) 
mai mare de 1,6, cel cu greutatea între 15—20 в, К > 1,7, iar cel cu greutatea între 

10-15 g, К> 2,0 (8,9). 

Toate cele trei rase de crap au prezentat la inceputul perioadei de iarná o stare 
de întreținere relativ bună, coeficientul de îngrășare variind între 2,50-3,14. 


qum 
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Starea de întreţinere a materialului piscicol la începutul și la sfârșitul perioa- 
dei de iarnă, este evidenţiată și de compoziţia chimică a corpului, în principal de 
nivelul glucidelor si lipidelor, principalele rezerve energetice ale organismelor 
animale. | 

Ín faza.anabolicá а metabolismului (biosinteza) are loc depozitarea excesului 
de substanţe energogene sub formă de glicogen, trigliceride si proteine, rezerve ce 
vor fi mobilizate gradual in functie de durata si intensitatea solicitárilor orga- 
nismului. | 

Continutul in grásime este un indicator biochimic important, care permite 
aprecierea stării corporale și capacitatea de iernare a crapului. 

Este cunoscut faptul că în lunile de toamnă, odată cu scăderea temperaturii, 
are loc o diminuare a creşterii în lungime, dar si o intensificare a creșterii în greu- 
tate a peştelui, pentru acumularea de grăsime. Acumularea de grăsime în toamnă 
este consecința ritmului sezonier al metabolismului, în scopul pregătirii fiziologi- 
ce a peştelui pentru iernat (1, 10). 

Dinamica conţinutului în grăsime al peştelui se află sub un control exogen, 
factorii trofici (cantitatea şi calitatea hranei naturale și suplimentare) punându-și 
amprenta asupra nivelului substanțelor grase din corpul peștilor (8). 

Kostomarov indica pentru o bună supraviețuire a crapului în timpul iernii un 
conţinut total în grăsime de cel puţin 3,5%, Havelka recomandând un conținut 
minim de 4% (5). 

Pierderile de grăsime cele mai mari (tab. 2), datorate condiţiilor de iernare, 
au fost observate la exemplarele de crap care aparțin raselor Frăsinet și Ropsa 
(55,24%, respectiv 33,35%), rase care la începutul perioadei de iernare prezentau 
un conţinut mediu de grăsime mai mare de 4%. | 


Tabelul nr. 2 


Pierderile în greutate și grăsime înregistrate la sfârșitul perioadei de iarnă 
la puietul de crap care aparține raselor Frăsinet, Ineu şi Ropsa. 


RASA FRĂSINET| INEU ROPSA 
SCĂZĂMÂNI ÎN GREUTATE (%) 20,47 14,74 17,54 
SCĂZĂMÂNT ÎN GRĂSIME (%) 55,24 15,43 35,35 


După epuizarea rezervei de lipide, următoarea rezervă energetică a organismu- 
lui ce este atacată o reprezintă proteinele. Conţinutul în proteine al corpului peștilor 
este dependent de stadiul ciclului de viață si dimensiunile peștilor, creșterea % a 
proteinelor fiind consecinţa multiplicării numărului de celule și creşterii dimensiuni- 
lor celor existente (13), nivelul proteinelor aflându-se sub un control endogen (3). 

Cantitatea de proteine (%) conținută în corpul ciprinidelor este cuprinsă în 
general în intervalul 15-19%, o scădere drastică a proteinelor sub pragul de 15% 
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prejudiciind starea fiziologicá generalá organismului, un consum intens al acesto- 


ra şi pe o perioadă îndelungată poate conduce la moartea organismului (3, 9). 

La începutul perioadei de iernat, nivelul cel mai scăzut al proteinelor a fost 
observat la puietul de crap care aparține rasei Ineu (15,18%), crapul Frăsinet 
caracterizându-se prin procentul cel mai ridicat de proteină brută (16,37%). 

La sfârșitul iernării, toate cele trei rase de crap se caracterizează printr-un 
conținut în proteină situat sub 15%. De semnalăt este faptul că, deși rezerva de 
grăsime a organismului nu a fost complet epuizată, s-a recurs la consumul protei- 
nelor corpului pentru furnizarea energiei metabolice necesare întreținerii organis- 
mului în perioada de iarnă. Consumul cel mai intens de proteine a fost observat la 


“puietul de crap din rasele Frăsinet și Ropsa, rase la care au fost înregistrate și cele 


mai mari pierderi în greutate. 

Cantitatea de apă conținută în corpul peştilor variază în raport invers 
proporţional cu nivelul lipidelor (6), la sfârşitul sezonului de iernat cantitatea de 
apă din corpul puietului de crap ce face obiectul acestui studiu atingând un nivel 
superior celui înregistrat la începutul acestei perioade. 

р În stránsa corelatie cu consumul grásimii (lipidele totale), cea mai mare can- 
titate de apá acumulatá in timpul iernii a fost observatá la crapul Frásinet (de la 
77,11% toamna la 80,24% primăvara), nivelul apei din corpul crapului Ineu (exem- 
plarele din această rasă prezentau toamna conținutul in apă cel mai ridicat) a înre- 
gistrat în timpul iernii doar o ușoară creștere (de la 79,66% toamna la 80,79% 
primăvara). 

„Substanţa minerală (cenușa) conținută în carnea peştelui relevă bogăţia î în 
săruri minerale a hranei ingerate (5, 7). 

Corespunzător celor trei rase de crap luate în studiu, substanța кізе 
continutá їп corpul pestilor a inregistrat pe parcursul perioadei de iernare о usoará 
crestere comparativ cu valorile inregistrate toamna. 

Scăderea în greutate înregistrată la sfârșitul iernării (tab. 2) a depășit nivelul 
de 8% considerat normal pentru puiet (9), cele mai mari pierderi în greutate 
constatându-se la puietul din rasele Frăsinet si Ropsa, rase care la începutul ierna- 
tuiui prezentau greutățile medii cele mai mici. 


CONCLUZII 


Valorile coeficientului de condiţie (Fulton), înregistrate Іа începutul ier- 
nării, au indicat o stare de întreținere bună a puietului care aparţine celor trei 
rase de crap; 


Scăderea în greutate înregistrată la cele trei rase de crap luate în studiu a 
depăşit nivelul normal pentru puiet, pierderile cele mai accentuate înregistrându-se 
la rasele Frăsinet şi Ropsa; 
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Puietul de crap ce aparţine raselor Frăsinet și Ropsa este caracterizat la ince- 
putul perioadei de iarnă prin greutăți medii situate sub greutatea optimă unei ier- 
nări în bune condiţii; crapul care aparţine rasei Ineu prezenta la începutul iernării o 
greutate optimă unei iernări în bune condiții; 


La puietul de crap Ineu, Ja începutul iernării, nivelele principalelor rezerve 
energetice ale organismului, erau inferioare celor înregistrate la rasele Frăsinet și 
Ropsa; pierderile de grăsime înregistrate la această rasă la sfârșitul perioadei de 
iarnă fiind situate sub cele constatate la rasele Frăsinet si Ropsa; 


La toate cele trei rase de crap, puietul a trecut la utilizarea proteinelor corpu- 
lui pentru procurarea energiei metabolice necesară întreținerii organismului în pe- 
rioada de iarnă, deși rezerva de grăsime nu a fost complet epuizată; 


: Consumul cel mai intens de proteine a fost observat la rasele Frăsinet și Rop- 
sa, rase la care s-au înregistrat şi cele mai mari scăzăminte în greutate; 


Dintre cele trei rase de crap investigate, puietul de crap ce aparţine rasei 
Ineu, singurul care a avut talia normală, a rezistat mai bine la condiţiile de viață 
oferite în timpul iernii. 
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1 ) ^. Primit în redacție Staţiunea de Cercetări pentru Piscicultură Nucet, 

Mu ' Ja 10 iunie 1997. | 0230 Nucet, jud, Dâmboviţa. 

1 p i | E T | This paper presents the results registered during 1993-1996 period, regarding the behavior of 
b : ds у i : i or : . E.C.B, males, marked with Calco red dye and released in field conditions and recaptured in 
pheromone traps situated on the N-S and E-W axes, at different distances from the releasing 
fi | point. On the basis of this experiment, it has been possible to demonstrate that male moths.are 
L | | flying not more than 3,000 m from the releasing point, being possible to estimate the popu- 
| . ' Я lation of pest. 


Sfredelitorul porumbului (Ostrinia nubilalis Hb.) este unul din cei mai 

i l importanti dăunători ai porumbului, atât in lume cát si în România. În tara noastră, 

ÎN i | sfredelitorul porumbului este întâlnit în toate zonele de cultură a porumbului si 

(|. | E E JT produce cele mai mari pagube dupá aparitia paniculelor. Pagubele provocate pot 

| К mE | | atinge 40% din recolta de boabe (4), dar în mod obișnuit se înregistrează, cu variaţii 

| | | mal mari, sau mai mici în funcţie de an şi zonă, în medie 44 % plante atacate, 

i І 1.1 larve/plantá, 23180 larve/ha si 550 kg/ha (sau 7,5 %), pierderi de recoltá (5). 

| | | й i. În scopul dezvoltării în Romania a cercetărilor legate de tehnicile lansării de 

insecte sterile pentru combaterea dăunătorilor (6-8), având drept model sfredeli- 

ME torul porumbului (Ostrinia nubilalis Hb.), o atenţie specială a fost acordată, stu- 

diului dinamicii si estimării populațiilor naturale a fluturilor de sfredelitorul 

porumbului, cu ajutorul capcanelor feromonale, iar începând din 1993, cu ajutorul 

| 2 lansării de fluturi marcați cu „Calco red dye" si recapturării acestora în capcane 
1 
i 


feromonale. 


Capacitatea si abilitatea insectelor de a parcurge prin zbor, sau utilizând 
curentii de aer favorabili, distante cát mai mari, este un mecanism care asigură 
supraviețuirea cu succes a speciei în ansamblu, de aceea informaţiile legate de 
capacitatea de zbor a sfredelitorului porumbului și cunoașterea modelului de dis- 
persie a dáunátorului a constituit obiectivul major al cercetărilor întreprinse. 


MATERIAL ȘI METODĂ 


| | o l S-a utilizat feromonul sintetic varianta CIS (E-5) si varianta TRANS (I) 
| pentru studiul ciclului biologic al dáunátorului în cursul anilor 1990-1996, si nu- 
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mai varianta CIS pentu studiile legate de lansarea de masculi marcati si recaptura- 
rea masculilor. Capcanele feromonale au fost instalate în perioada iunie-septem- 
brie, Ja 1 m deasupra solului, la 50 m una de alta în culturile de porumb. Pentru 
studierea biologiei dáunátorului, momelile au fost schimbate la două săptămâni, 
iar părţile adezive, ori de câte ori a fost necesar. Pentru studiul dispersiei dăunăto- 
rului, masculii marcați au fost lansați în perioadele în care populaţia dăunătorului 
era scăzută. 

Cercetările preliminare de marcare a adulţilor cu fucsină, sau cu vopsea flu- 
orescentă, sau contaminarea hranei cu P??, nu au dat rezultatele scontate în 
experienţele de câmp sau laborator si de aceea au fost abandonate. Cercetările 
prezentate au utilizat ca metodă de marcare, colorarea hranei pe care este crescut 
dăunătorul cu „Calco red dye" (11). Ín prezent, în cercetările privind comporta- 
mentul și modul de zbor al sfredeiitorului porumbului, metoda de marcare utilizează 
un amestec de Calco red dye N-1700 (150 mg/kg de dietă (0,015%) si ulei de 
floarea soarelui 5 ml/kg). Colorantul utilizat în dieta în care are loc creșterea larve- 
lor de sfredelitorul porumbului marchează indubitabil toti adulții, astfel cá ei pot fi 
recunoscuţi cu ușurință în câmp prin examinarea vizuală a spaţiilor fine dintre 


segmentele abdominale, sau prin strivirea abdomenului, astfel încât, conținutul | 


acestuia, de culoare roșie, poate fi evidenţiat. În cazuri cu totul speciale, adulții 
marcați au putut fi identificati prin mojararea lor într-o cantitate mică de acetoná, 
trecând extractul prin hârtie de filtru. 

Pentru creşterea în masă a dăunătorului și marcarea acestuia, s-a folosit pro- 
cedura standard utilizată în laboratorul de protecție a plantelor de la Fundulea (1). 
Cercetările anterioare, au arătat că există posibilitatea de a utiliza capcanele fero- 
monale de tip Fundulea-l şi feromoni sexuali de sinteză pentru a captura masculii 
speciei Ostrinia nubilalis Hb. (9, 10), de aceea ei au fost utilizaţi pentru capturarea 
masculilor marcați cu Calco red adăugat în mediul de creştere a larvelor, în scopul 
marcării adulților. Masculii marcați au fost crescuţi în laborator, lansați în câmp si 
recapturati în capcane feromonale situate la diferite distante de locul de lansare, în 
direcția celor 4 puncte cardinale (N, S, E si V). Capcanele au fost instalate la 
25,100 şi 200 m în 1993, la 100, 200 și 300 m în 1994, Ја 300, 600, 900, 1200 si 
1500 m în 1995 si la 1000, 2000, 3000, 4000 si 5000 m în 1996. 


REZULTATE SI DISCUTII 


Rezultatele prezentate in tabelul 1, demonstreazá faptul cá, in zona Fundulea 
majoritatea populatiei de sfredelitorul porumbului este alcátuitá din ferotipul CIS 
(E-5), populaţia TRANS (I), este mică. Numărul capturilor speciei ţintă diferă în 
funcţie de an si varianta feromonală utilizată. 

Perioada de zbor a speciei Ostrinia nubilalis, monitorizată cu ajutorul capca- 
nelor feromonale, este prezentată în tabelul 2. 
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Tabelul nr. 1 


Numărul de masculi de Ostrinia nubilalis Hb. capturaţi/capcană/an — FUNDULEA 


Pherotype 2 | 1993 | 1994 | 1995 
| 75 | 2,75 < 


Tabelul nr. 2 


Evolutia numárului de masculi capturati/capcaná - FUNDULEA 


1990 | 1991 
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„Rezultatele noastre evidenţiază faptul cá, majoritatea capturilor s-au inregis- 
trat în cursul primei generaţii, generaţia a doua este formată din mai puţini indivizi, 
cel puţin în culturile de porumb unde capcanele feromonale au fost instalate și ea 
apare la sfârșitul lunii august, începutul lunii septembrie, neavând practic nici o 
importanţă pentru cultura porumbului care este trecut de faza de maturizare (tab. 3). 

Distanţa la care o insectă zboară atunci când se răspândește în natură este 
deosebit de importantă, iar despre aceasta, în cazul speciei Ostrinia nubilalis Hb., 
părerile sunt diferite. În anul 1969, Jermy si Nagy (3) consideră că în natură adulții 
pot migra pe distante lungi, dar cercetările anterioare întreprinse, pentru prima 
dată în România, indică faptul că adulţii dăunătorului nu sunt zburători de 
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performanţă, dispersia lor se face cu 300 m/zi, depinzând însă puternic de condițiile 
meteorologice, în special de direcţia vântului. Experiențele realizate în cursul ani- 
lor 1993-1996, de lansare si recapturare a masculilor marcați, au arătat că în 
condiţiile locale de 1а Fundulea, procentul de recapturare a fost de 5,9% în 1993, 
3,9% în 1994, 0,2% în 1995 şi 0,3% în 1996. Testele din 1995 și 1996 au arătat că 
masculii nu pot zbura mai mult de 3000 m de la punctul de lansare (fig. 1). 


Tabelul nr. 3 


Numărul de masculi de Ostrinia nubilalis Hb., capturati/capcaná/an 
și mărimea celor două generaţii - FUNDULEA 


N Fundulea 1996 


Masculi marcați lansați 16125/22-26 iulie 
Masculi marcați recapturati 41 (0,25%) 31 iulie 
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Fig. 1 - Comportarea sfredelitorului (Ostrinia nubilalis Ho.) 


Ca o concluzie preliminará din examinarea datelor prezentate, se poate afir- 


ma cá, în condiţiile experimentale date, un adult poate zbura cel mult 300 m/zi. Ín 
general, zborul adultilor marcati a fost puternic influentat de directia vántului. 
Astfel, in 1993, fluturii marcati au fost lansati pe 11 iunie in cámp, cu 10 zile 
înainte de apariția naturală a zborului dăunătorului. În zilele de 12-14 vântul a 
suflat în direcția sud-est, nord-vest, iar toate capturile au fost în această direcţie, 
faţă de punctul de lansare. În zilele următoare, direcţia vântului s-a schimbat cu 


E pem ig dy 


„lui JENKINS (2): P, = ———*, 
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` | Data lansării marcati 
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180 de grade, iar adulţii marcati au fost purtaţi de vânt într-o nouă direcție, sud-est. 
O situaţie similară se înregistrează si în cursul anilor 1994-1996, modificările 
direcției vântului determinând o altă caracteristică, variabilă, a dispersiei în natură 
a masculilor marcați. 

Cercetările de câmp efectuate prin folosirea tehnicii de lansare-recapturare a 
masculilor marcați permit investigarea posibilităţilor de dispersie pe distante lungi, 
confirmând rezultatele obținute cu o altă specie similară. Astfel, în China cerce- 
tările efectuate de Wang și colab. în perioada 1987-1988 si reluate în 1991-1992 
(comunicare personală), au demonstrat că Ostrinia furnacalis Guenée, dăunătorul 
similar din China pentru porumb, deși poate zbura până la 45,5 km distanță de 
locul de lansare, peste 93% din masculii marcați recapturati sunt dispersati în inte- 
riorul unei arii de dispersie cu raza de 2 km. 

Metoda creșterii și lansării de insecte marcate, în populații naturale și recap- 
turarea atât a insectelor naturale cât și a celor marcate, oferă posibilitatea de a 
determina mărimea unei populații la un anumit moment, prin aplicarea formulei 

Мих М А 

în саге Р, = populaţia totală, N, = numărul de 

mr 

insecte marcate si lansate în natură, N, = numărul total de insecte capturate si 

Nmr = numărul de insecte marcate și recapturate. Aplicând această formulă, pe baza 

numărului de masculi de Ostrinia nubilalis marcați şi lansați, si pe baza numărului 

de masculi marcați şi nemarcati, capturați în capcane feromonale, s-a determinat 
populaţia dăunătorului în condiţii experimentale date. | 

Datele obţinute sunt prezentate în tabelul 4, unde se remarcă faptul cá densi- 
tatea estimată a dăunătorului pe suprafețe relativ mari, poate fi apreciată cu ajuto- 
rul acestei metode. 

Tabelul nr. 4 


Estimarea populaţiei de Ostrinia nubilalis Hb. prin metoda lansării și recapturării de masculi 
marcați cu „Calco red dye" 


Nr. masculi Total masculi -Suprafata | Densitatea 
marcați capturați urmărită (ha) dăunătorului 
recapturati natural (ha) 
1211931] | 74 | 4 [| e | ws [| s 
211-1994 | 876 | ыя | ә | 90 |а | 
5 VII-1995 | 15132 рю 1322 


CONCLUZII ` 


În condițiile experimentale date un mascul adult poate zbura cel mult 300 m/zi, 
până la 3000 m și în general zborul adulților marcați а fost puternic influențat de 
direcția vântului. 
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Din numărul total de masculi capturati în capcane feromonale, cei aparţinând 
generatiei a doua sunt mai putini. 

Utilizarea formulei lui Jenkins, oferá posibilitatea de a determina márimea 
populaţiei sfredelitorului porumbului într-o anumită perioadă si pe o anumită 
suprafaţă. 
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MATURAREA OVOCITELOR LA TELBOSTEENI 


ANDREA CRISTINA STAICU, RADU MEŞTER 


Fish postvitellogenetic oocytes are arrested at the first meiosis prophase, exactly at the border 
G»/ M phases. Pituitary gonadotropin is the signal triggering the meiotic maturation. GnRH 
released under the environmental pressure checks gonadotropin level. Gonadotropin is recog- 
nized by specific membrane receptors from thecal cells and granulosa cells and triggers an 
intracellular signalizing mechanism involving G proteins, adenylil cyclase and AMPc. The 
interaction between the two follicular layers causes the synthesis of the maturation inducing 
hormone (M1H). MIH, opposed to the manner of steroid hormone action, recognizes a surface 
membrane receptor. MIH effects are mediated in oocyte by a cytoplasmic factor, maturation 

. promoting factor (MPF). MPF is a complex that contains a serin/treoninkinase (cdc2), and a 
cyclin. It becomes active through the phosphorilation of a сіс 2Thr residue (Thr 161) and а 
cyclin Ser residue. MPF influences the structural and biochemical events of maturation. The 
oocyte ends its first meiotic division and begins the second one arresting it at the second 
metaphase until a spermatozoon meets the oocyte. The second metaphase arrest is determined 
by CSF, a cytoplasmic factor, codified by a protooncogene, c-mos. CSF is destroyed at the 
moment of spermatozoon penetration. 


Studiul ovogenezei face în continuare obiectul preocupării multor echipe de 
cercetători. Una dintre etapele care a captat interesul ştiinţific al ultimilor ani este 
maturarea ovocitului, moment decisiv în controlul ciclului celular meiotic, de care 
depinde succesul fertilizării. | 

Ovocitele peștilor sunt oprite, їп mod fiziologic, la limita С,/М a primei 
profaze meiotice. Pentru ca ovocitele sá fie fertilizate ele trebuie sá finalizeze pri- 
ma diviziune meioticá, declanșată de o stimulare hormonală adecvată 51 să înceapă 
a doua diviziune meiotică. | 

Meioza va fi din nou oprită în metafaza a doua. Blocajul este înlăturat în 
momentul fertilizării, după penetrarea spermatozoidului, când are loc formarea 
celui de-al doilea globul polar. 

Intervalul de timp cuprins între momentul reluării meiozei şi a doua metafa- 
ză meiotică se numeşte maturare meiotică. Este o etapă care se derulează cu mare 
rapiditate (aproximativ 24 de ore) şi este controlată de o serie de reglatori majori, 
dintre care amintim: gonadotropina, hormonul care induce maturarea si factorul 
promotor al maturării. 
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STRUCTURA FOLICULILOR OVARIENI LA TELEOSTEENI 


Ovocitele vitelogenetice ale teleosteenilor sunt inconjurate, in intregime, de 
stratul folicular diferentiat in douá categorii de celule: celulele tecale si celulele 
granuloasei. 

Învelișul tecal mai contine fibroblaste, capilare, fibre de colagen, celule glan- 
dulare mari, denumite și celule tecale speciale. Acestea din urmă posedă mitocon- 
drii cu criste tubulare, reticul endoplasmatic tubular agranular, caractere care le 
apropie de celulele steroidogenetice (55). 

Granuloasa este alcátuitá dintr-o populatie omogená de celule care contin 
enzimele steroidogenetice. În timpul maturării ovocitului aceste celule suferă alte- 
rări citologice din care se pot aminti: proliferarea aparatului Golgi, însoțită de 
acumulare de material secretor, creșterea numărului cisternelor reticulului endo- 
plasmatic granular, uneori bogat în material amorf intracisternal, care se concen- 
trează în spațiul.dintre lamele (79). 


GONADOTROPINA: MEDIATORUL PRIMAR AL MATURĂRII OVOCITULUI 
HORMONUL DE ELIBERARE AL GONADOTROPINEI 


S-a demonstrat că la peștii osoşi neuronii implicați în elaborarea hormonului 
de eliberare al gonadotropinei sunt asociați nervului terminal (54, 64, 15, 30). 
Neuronii pornesc din afara creierului, trec din cavitatea nazală prin placa cribifor- 
mă în, creierul anterior. La Clarias batrachus anumiţi neuroni GnRH rămân în 
epiteliul olfactiv, la Carassius auratus, Salmo trutta, Oncorhynchus masou, neu- 
топи. GnRH sunt identificati Ја extremitatea anterioară, ca nervi olfactivi (41, 8), 
dar la multe specii de teleosteeni aceşti neuroni se găsesc la limita dintre nervul 
olfactiv si bulb sau la nivelul bulbului olfactiv anterior (84, 70, 2). 

La Xiphophorus maculatus, Lepomis macrochirus, Dicentrarchus labrax, 
Solea solea, Clarias batrachus, Poecilia latipina, Poecilia reticulata apar corpuri 
celulare fn nuleul olfactoretinalis, la joncţiunea bulbilor olfactivi cu telencefalul 
ventral. La teleosteeni neuronii GnRH există aproape întotdeauna în telencefal, ре 
partea ventrală sau în ariile preoptice, uneori în diencefal, sau în nucleul lateral 
tuberal. Axonii se întind de la neuronii preoptici sau hipotalamici, în hipofiza an- 
terioară şi uneori în neurohipofiză, ventriculul III si zonele creierului din afara 
hipotalamusului. Majoritatea teleosteenilor, cu excepţia unor specii primitive, sunt 
lipsite de un sistem sanguin portal necesar transportului GnRH. 

La salmonide apar două tipuri de GnRH dintre care doar sGnRII reglează 
sinteza și eliberarea de GTH. La Oncorhynchus masou s-a remarcat o creștere a 
nivelului sGnRH din telencefal în cursul maturării gonadei. Se poate afirma deci 
că, neuronii din telencefal (aria preoptică și partea ventrală a telencefalului) sunt 
implicaţi în maturarea gonadei, având nivele ridicate de ARNm care codifică 
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sGnRH. Amano, formulează ipoteza că aceşti neuroni ar putea să inerveze hipo- 


fiza şi să regleze secreția de СТН. Același autor demonstrează că, expresia genei 


sGnRH a putut fi reglată prin manipularea fotoperioadei; o scădere a fotoperioadei 
a accelerat activitatea sintetică a SGnRH, în timp ce o fotoperioadă lungă a inhibat 
activitatea sa. 

Eliberarea GnRH din neuronii hipotalamici este influențată de factori externi 
și interni, care acționează pe căi nervoase centrale. 

Răspunsul biochimic la acțiunea GnRH este un proces complex de semnali- 
zare, care determină o creştere a turn-over-ului fosfoinositolului, o creştere a 
concentraţiei Ca?* intracelular, activarea protein-kinazei C, (12, 62, 10), modifi- 
carea nivelului AMPc (11). _. 

Există două secvenţe de ADN care ar putea media efectul GnRH asupra ge- 
nei care codifică subunitatea a a hormonului glicoproteic: GCTAATTA; 
TT(C/T)CT(A/C/TY(C/T). 


CARACTERIZAREA GONADOTROPINEI LA PESTH OSOSI 


La Oncorhynchus keta au fost identificate două gonadotropine distincte din 
categoria hidratilor de carbon: GTH I, GTH II. Acestea sunt diferite una de cealal- 
tă în trăsăturile lor chimice Я structurale, dar omoloage hormonului folicular sti- 
mulator (FSH) și hormonului luteinizant (LH) al tetrapodelor. 

Fiecare gonadotropiriă constă din subunități œ (113 aminoacizi) si В (119 ami- 
noacizi), subunitățile B având o identitate a secventei de aminoacizi de 31%. Ni- 
velele celor două gonadotropine variază semnificativ în timpul dezvoltării 
reproductive. 

СТН I (a, IB) este gonadotropina predominantă în plasma și hipofiza feme- 
lelor vitelogenetice și crește pe parcursul gametogenezei. Ea promovează producția 
de 17B-estradiol Ја femelă şi de 11-ketotestosteron, la mascul, precum si încorpo- 
rarea vitelogeninului în ovocite. Aceste observaţii sugerează că GTH I reglează 
gametogeneza. | | 

СТН П (о, ПВ) înregistrează nivele ridicate în momentul maturării finale а 
ovocitului, fiind o gonadotropiná mai activă decât СТН I în stimularea secreției de 
170, 20B, dihidroxi-4-pregnen-3-oná în ovocitele postvitelogenetice si a 
17a-hidroxiprogesteronului în stratul tecal. СТН П stimulează maturarea gametilor 
și este implicată în procesul de ovulatie și spermiatie. 

Ovocitele femelelor pot fi stimulate să se matureze si să ovuleze prin admi- 
nistrarea unei varietăți de preparate gonadotropinice. Ovocitele denudate sunt însă 
incapabile să răspundă la gonadotropină, ceea ce conduce la ideea că acțiunea 
gonadotropinei, în inducerea maturării ovocitului, este dependentă de sinteza unui 
mediator steroidal secundar al maturării meiotice (83, 50, 57, 38). 

Secretia de gonadotropiná este controlată si de anumite substanțe nesteroide 
din gonade. Extractele obținute din ovarele și testiculele de caras au avut efecte 
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stimulatoare asupra eliberării СТН П hipofizare. Acţiunea stimulatoare s-a modi- 
ficat în funcţie de stadiul de dezvoltare al ovarului. 

Inhibina si activina, din fluidul folicular porcin, au acțiuni stimulatoare asu- 
pra eliberării GTH II de caras (24). 

Insulina sporește acţiunile stimulatoare ale gonadotropinei asupra producţiei 
de АМРс și testosteron din foliculii prematurationali, favorizează conversia 


-25-hidroxicolesterolului în testosteron, acționând prin intermediul AMPc, in mo- 


bilizarea colesterolului la nivelul mitocondriei (53, 75). 


HORMONUL INDUCTOR AL MATURĂRII: MEDIATORUL SECUNDAR AL ` 
MATURĂRII OVOCITULUI 


Pentru inducerea maturării în ovocitele teleosteenilor au fost testati mai multi 
steroizi C21: progesteron, 17a-hidroxiprogesteron, 170, 20f-21trihidro- 
xi-4-pregnen-3-onă, cortizol, deoxicorticosteron. Dintre ei, doar doi, 170,20B-21 
trihidroxi-4-pregnen-3-onă și 170, 208 dihidroxi-4-pregnen-3-onă acționează în 
mod natural, ca hormoni inductori ai maturării, iar 170, 208 dihidroxi-4-preg- 
nen-3-oná a fost cel mai eficient. Imediat după formarea sa, acesta este transfor- 
mat într-un metabolit mai puţin activ din punct de vedere biologic, 170, 20D 
dihidroxi 5B pregnan-3-onă. 


MODELUL BICELULAR AL SINTEZEI HORMONULUI INDUCTOR AL MATURĂRII 

Young si Nagahama propun modelul bicelular al producerii foliculare de 
МІН, conform căruia situsul primar al producerii de МІН este stratul folicular, 
care înconjoară ovocitul. Young subliniază faptul că ambele staturi sunt necesare 
pentru producerea 170, 20B-DP. 

Conform acestui model, stratul tecal produce un precursor steroid, 17 о-Р 
care traversează membrana bazalá si este transformat în 170, 20D dihidro- 
xi-4-pregnen-3-onă la nivelul granuloasei, unde gonadotropina acționează prin sti- 
mularea activității 20B-hidroxisteroiddehidrogenazei, enzimă care catalizează 
conversia 170-Р în 170, 20B dihidroxi-4-pregnen-3-oná (fig. 1). 

La Fundulus heteroclitus producţia del7o,, 20B dihidroxi-4-pregnen-3-onă 
nu cere participarea celor douá tipuri celulare. 

În cursul vitelogenezei, sub influenţa gonadotropinei, stratul tecal secretă un 
hormon androgen, probabil testosteron, care traversează lamina bazalá si este con- 
vertit în 17PB-estradiol, la nivelul granuloasei unde este exclusiv localizată enzima 
cheie a conversiei testosteronului în 17P-estradiol, aromataza (40, 58). Capacita- 
tea stratului tecal de a produce testosteron, ca răspuns la gonadotropină, creşte 
gradat în cursul dezvoltării ovocitului si ajunge la un nivel maxim, în perioada 
postvitelogenetică. Activitatea aromatazei în stratul celulei granuloase a crescut în 
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Fig. 1 - Modelul bicelular al producerii 170, 20-dihidroxi-4-pregnen-3-ona în foliculii postvitelo- 
genetici. Nagahama Y., 1994. 


timpul vitelogenezei si a scázut rapid, in asociatie cu maturarea ovocitului, ca 
răspuns la gonadotropină (89, 43). Se pare că scăderea activităţii 17, 20 liazei și/sau 
17В hidroxisteroiddehidrogenazei din celulele tecale si creșterea activităţii 200 
hidroxisteroiddehidrogenazei în celuiele granuloasei par a fi cei doi factori majori 
responsabili pentru creşterea producției de 17а, 20D dibidroxi-4-pregnen-3-oná, 
realizată de foliculii intacti în timpul maturării ovocitului. 

Gonadotropina are cel puțin două situsuri de acțiune: stratul tecal și granuloasa, 
la nivelul cárora existá receptori specifici pentru gonadotropi. Existá се] putin douá 
tipuri de receptori de gonadotropiná: receptori tip I, care leagá atát GTH I cát si 
ОТН П, dar cu afinitate mai mare pentru СТН I și receptorul tip II, care leagă 
СТН П in mod specific si poate avea doar interacțiune limitată cu СТН I (87). 
Receptorul tip I existá atát in stratul tecal cát si in celulele granuloase, in timp ce 
receptorul tip II există doar în celulele granuloasei. Numărul receptorilor pentru 
gonadotropină creşte în ambele straturi în timpul ovogenezei (43). 

În stratul ќеса! producţia de 170-Р a crescut prin folosirea unor agenti саге 
măresc concentrațiile intracelulare ale AMPc într-o manieră dependentă de doză 
(forskolin, dibutyryl AMPc) (43). Producţia aceluiași hormon, indusă de gonado- 


tropină si AMPc, este abolită de cicloheximidá și puromicină, ceea ce sugerează 
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că efectul stimulator al gonadotropinei din stratul tecal necesită sinteza unei noi 
proteine (59). 

În membranele celulelor granuloase la Oncorhynchus rhodurus există pro- 
teine reglatoare care leagă nucleotide guaninice și adenilil ciclaza. Gonadotropina 
a stimulat activitatea 20B HSD din celula granuloasă printr-o etapă mediată de 
receptor dar care antrenează si proteina С, adenilil ciclazá, AMPc. Nivelul activității 
acestei enzime este controlat si de concentrația Ca?*, fapt dovedit prin experimentele 
efectuate în prezenţa ionoforului de calciu A23187, ester forbolului РМА, inhibito- 
rilor calmodulinei, trifuoroperazin, N, N-(6aminohexil) 1 naftalensulfonamidhi- 
droclorid si N-aminohexil-5-cloro-1-naftalensuifonamid (78). Experimentele prin 
care s-a încercat inhibarea sintezei de ARN, cu ajutorul actinomicinei D, cordyce- 
pinului, © amanitinei, sau s-a încercat blocarea sintezei proteice cu cicloheximidă 
şi puromiciná, au condus la diminuarea producției de 170, 20B dihidroxi-4-preg- 
nen-3-onă. Concluzia care se desprinde este că, una dintre acţiunile majore prin 
care gonadotropina activează 20B-HSD în celulele granuloasei este creșterea ni- 
velului ARN și a sintezei proteice (56, 57) (fig. 2). 
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Fig. 2 - Mecanismul activării 20 hidroxisteroiddehidrogenezei în celulele granuloasei. 
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RECEPTORII HORMONULUI INDUCTOR AL MATURĂRII 


Spre deosebire de modul în care acționează majoritatea hormonilor steroizi 
și anume la nivelul receptorilor nucleari, hormonul inductor al maturării acţionează 
la nivelul unui situs de suprafață, sau aproape de suprafață. Se presupune că modul 
de acțiune al hormonului inductor al maturării la pesti este asemănător cu acela 
descris la stelele de mare şi care implică proteinele G (76, 36). 

Traducerea semnalului prin receptorul 170, 20B-dihidroxi-4-pregnen-3-oná 
este mediată de proteinele G inhibitorii, hormonul activând proteinele G; (88). 

Hormonul inductor al maturării a inhibat activitatea adenilil-ciclazei în pre- 
paratele membranare rezultat semnalat și în anul 1981 (48). Această observaţie 
aduce dovada indirectă a faptului cá se produce activarea proteinei G;, ca urmare а 
stimulării си170, 208, dihidroxi-4-pregnen-3-onă si că are loc scăderea activității 
adenilil-ciclazei la nivelul membranelor ovocitelor, urmată de scăderea nivelului 
АМРс din celulă. Probabil că diminuarea concentrației АМРс reprezintă factorul 
care mediază acţiunea MIH în ovocitele peştilor (37, 19). 


FACTORUL DE PROMOVARE AL MATURĂRII, MEDIATORUL TERȚIAR AL 
MATURARII OVOCITULUI 


Existenţa receptorilor pentru hormonul inductor al maturării la suprafața ovo- 
citelor face necesară prezența unui factor citoplasmatic care trebuie să medieze 
acțiunea МІН si să declanşeze evenimentele morfologice ale maturárii. 

Acest factor, denumit factor promotor al maturării (MPF) a fost pentru prima 
oară detectat în ovulele nefertilizate de amfibieni, din care a fost extrasă citoplas- 
ma și apoi microinjectată în ovocite blocate în profaza Г.а meiozei, în care el а 
stimulat maturarea (50). 

S-a presupus că şi în ovocitele de pește este produs un factor citoplasmatic 
similar MPF de la amfibieni, sub influenţa 170, 20B, dihidroxi-4-pregnen-3-oná. 

Activitatea MPF a fost caracterizată în ovocitele de caras, maturate cu gona- 
dotropină corionică umană in vivo. Activitatea MPF a oscilat în concordanţă cu 
ciclul celular al ovocitelor. A crescut înainte de distrugerea veziculei germinative, 
a ajuns la maximum în prima metafază meiotică, apoi a descrescut temporar când 
a fost eliminat primul globul polar. A crescut din nou si a rămas la nivel înalt până 
la fertilizare (84) (fig. 3). 

MPF este un factor reglator al ciclului celular, identificat la toate eucariotele, 
atât în celulele somatice cât si în cele ale liniei germinale, la plante si animale (59, 
45, 21, 22, 47). 

MPF este alcătuit dintr-o subunitate catalitică, un omolog al serin/treonin 
kinazei (cdc 2), care foloseşte histona Ну, ca substrat (6) si o subunitate reglatoare, 
ciclina (22) (fig. 4). 


PAIIE]81 eijenuosuo2 


Fig. 3 — Creșterea si scăderea nivelelor MPF si ciclinei în cursul ciclului celular. 
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р Fig. 4 — Structura factorului promotor al maturării. 


Ciclina B nu este detectabilá in ovocitele imature de caras, acestea contin 
doar cdc2 de 35kDa (42), fapt care sugereazá cá cdc2 kinaza se aflá intr-o formá 
monomericá. 

Ciclina B urmează să fie sintetizată de novo brusc, chiar înaintea distrugerii 
veziculei germinative $1 formează un complex cu сіс 2 de 35 kDa (44). 

Activitatea MPF este controlată prin fosforilări și defosforilări ale cdc2 kina- 
zei, care se produc după legarea de ciclina B. 

Cdc2 kinaza inactivă (35 kDa), existentă în ovocitele imature de caras, este 
deja defosforilată la reziduurile Thr 14 şi Tyr 15. 

Complexul se va activa după fosforilarea reziduului de Thr161 al cdc2 (44, 
86), în prezenţa unei treoninkinaze (p40 МО!5), numită și kinaza activatoare a cdc2 
(73). Subunitatea catalitică a acestei enzime este MOIS (18, 65, 74). Activarea 
MPF coincide cu modificarea greutății moleculare de la 35 la 34 kDa. 

Un alt moment important al activării MPF, dar a cărui importanţă este încă 
discutată, îl constituie fosforilarea unui reziduu de serină al moleculei de ciclină B. 
Prin înlăturarea situsurilor de fosforilare ale cdc2 (Ser79 și Ser94) a fost blocată 
fosforilarea serinei din molecula de cicliná B, dar nu a fost afectată activarea cdc2. 
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Este foarte posibil ca fosforilarea serinei ciclinei B să fie catalizată chiar de cdc2, 
dar să nu fie necesară activării cdc2. 

Mecanismul activării MPF este, în linii generale, asemănător în toată lumea 
vie, are totuşi anumite detalii specifice speciei. La Xenopus laevis, la diferite spe- 
cii de stele de mare se cunoaște faptul cá ciclina B formează un complex cu cdc2 
kinaza (рге-МРЕ) chiar în stadiul de ovocit imatur. O pondere deosebită în meca- 
nismul activării MPF revine stării de fosforilare a reziduului Tyr 15 al cdc2 kina- 
zei. În stare inactivă acest complex are cdc2 kinaza fosforilată la reziduurile Tyr 
15 și Thr 161 de către enzimele wee 1 respectiv MO15. În cursul activării ovocitu- 
lui Thy 15 este defosforilată de către cdc25 fosfataza si dobândește activitate kina- 
zică pentru histona H, (16, 17, 39, 35). Reziduul de Thr 161 rămâne fosforilat, 
producând MPF activ după ce a fost fosforilat si reziduul de Ser94 sau Ser96 al 
ciclinei B, sau Ser90 al ciclinei В, de către cdc2 (fig. 5). În cazul maturárii ovoci- 
telor de Xenopus activarea MPF este dependentă de defosforilarea Thy 15 și de 
ciclina B. 

Deosebirile care au fost sesizate în mecanismele de activare ale MPF la caras 
și la Xenopus nu se datorează doar ciclinei B si modalităţii în care са evoluează in 
cursul cresterii si maturárii ovocitului, ci si deosebirilor care existá intre activita- 
tea kinazelor si fosfatazelor care controleazá starea cdc2 kinazei. La aceste aspecte 
se adaugá si faptul cá ovocitele imature sunt blocate in momente diferite ale pri- 
mei profaze meiotice. 

La caras ovocitul este blocat intr-un stadiu mai timpuriu al primei profaze 
meiotice, comparativ cu ovocitul de Xenopus. Vezicula germinativá a ovocitului 
de caras este plasată în centrul ovocitului și urmează să migreze spre polul animal 
în cursul maturării. 


In ovocitul de Xenopus se observă că vezicula germinativă este plasată ex- . 


centric, la nivelul polului animal. 
EVENIMENTELE DIVIZIUNII CONTROLATE DE MPF 


MPF condiționează numeroase modificări în celulă pentru a declanşa faza 
M: cromozomii condensează, anvelopa nucleară trebuie distrusă, iar citoscheletul 
se reorganizează în vederea formării fusului de diviziune. MPF induce toate aceste 
evenimente esențiale prin intermediul activităţii sale proteinkinazice. Alte procese 
pot fi induse indirect, de exemplu prin fosforilări care activează alte proteinkinaze 
care acționează în cascadă pentru a altera starea celulei. 

Distrugerea nucleului necesită dezasamblarea laminei nucleare, formată din 
filamente laminale polimerizate. MPF catalizează în mod direct acest proces, forțând 
moleculele laminale să se dezasambleze prin fosforilarea lor la reziduurile de serină. 

Printre moleculele pe care MPF le poate fosforila direct, se numără si his- 
tona Ну, care intervine in împachetarea cromatinei. MPF produce modificări la 
nivelul microtubulilor, fosforilând proteinele asociate acestora. În interfază cen- 


E 
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trozomul concentrează microtubuli lungi care se întind pretutindeni în citoplasmă. 

| | Ulterior, acest aranjament dezasambleazá si centrozomii concentreazá un numár 

! mai mare de microtubuli mai scurti, mai putin stabili, care interactioneazá pentru a 
forma fusul de diviziune. Ambele componente ale MPF, ciclina si cdc2 kinaza 
sunt legate puternic de centrozomi, în celula vie. Se presupune cá ciclina recunoaşte 
componente ale centrozomului și mobilizează kinaza cdc2 la situs. Durata, viteza 
de sintezá si activarea complexelor cdc2/cicliná joacá un rol major in asamblarea 
corectă și localizarea fusului metafazei I si în pregătirea tranziţiei metafaza I/meta- 
faza II. Cu toate că nu se cunosc încă toate detaliile, MPF induce direct, sau indi- 
rect fosforilári ale multor proteine. 

| Ulterior, pentru a ieși din diviziune celulele trebuie să revină la starea norma- 

| lá. Mutatii care inactiveazá proteinfosfataza I, una dintre fosfatazele celulare im- 


portante, vor împiedica sau vor întârzia puternic evenimentele ulterioare inactivării 
| MPF, de exemplu reconstrucția anvelopei nucleare, 
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FACTORUL CITOSTATIC (CSF), ELEMENT DE CONTROL AL CICLULUI 
CELULAR MEIOTIC 
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Factorul citostatic realizează o activitate care apare în cursul maturárii meio- 
tice, după distrugerea veziculei germinative. El răspunde de menținerea repausu- 
lui în metafaza II si a fost pentru prima oară descris de Masui-Markert în anul 
1971. Toate observaţiile experimentale, precum si modelele de reglaj celular au 
fost realizate până în prezent pe ovocite de Xenopus, dar cu siguranță, mecanisme- 
le moleculare sunt asemănătoare cu cele de la pesti. l 

CSF are multe trăsături comune cu MPF: sensibilitatea la Са2+ (52), inacti- 
varea în momentul fertilizárii, sensibilitatea la fosfataze (72), dar se deosebeşte de 
MPF prin faptul că activitatea sa devine aparentă doar după distrugerea veziculei 
germinative, în timp ce activitatea MPF este înregistrată anterior distrugerii vezi- 
culei germinative (49). Momentul apariției CSF sugerează posibilitatea ca el să fie 
activat de MPF. 

Natura CSF a fost lámuritá în mod neaşteptat prin studiul protooncogenei 
c-mos şi este exprimată doar în celulele liniei germinale, neavând nici un rol în 
mitoză. ARNm al c-mos se acumulează în cursul ovogenezei, dar sinteza activă a 
proteinei c-mos se desfășoară doar când ovocitele sunt stimulate cu hormon induc- 
tor al maturării. Apoi ea este fostorilată în cursul maturării ovocitului, concentrația 
sa atingând un nivel maxim în perioada blocajului metafazei a II-a. 

i Sinteza de c-mos favorizează apariția MPF în cursul primei diviziuni meio- 
tice și dispariția spontană a acestuia, stabilizându-l, prin protejarea ciclinei, împo- 
triva degradării (72). 

| C-mos este o proteină necesară și celei de a doua diviziuni a meiozei, întrucât 
| ovocitele lipsite de acest factor, dar care au suferit deja distrugerea veziculei ger- 


activării MPF în cursul maturárii ovocitului la Caras si 
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minative si au un nivel scăzut de MPF, au fost incapabile să înceapă a doua diviziune 
meiotică. | 

Ovocitele injectate cu c-mos şi tratate cu cicloheximidă, nu ajung niciodată 
în meioza a doua, ceea ce sugerează că există cel puţin încă o proteină necesară 
pentru încheierea maturării meiotice. Ea ar trebui să acţioneze împreună cu c-mos 
pentru a activa cdc2 kinaza, complexată cu ciclina B si să conducă la a doua ridica- 
re a nivelului MPF. | 

Factorul citostatic care contine се] puțin o componentă c-mos, oprește ovoci- 
tele în a doua diviziune meioticá si împiedică distrugerea ciclinei, care se desfășoară, 
în mod obișnuit, ca o consecinţă a inactivării MPF. CSE este considerat un inhibi- | 
tor al ciclului celular, care permite ciclului să progreseze până la a IT-a metafazá 
meiotică și apoi determină un blocaj stabil până la primirea unui semnal, probabil 
un val de calciu, care însoțește pătrunderea spermatozoidului. 

C-mos are o activitate proteinkinazică prin care controlează starea de fosfori- 
lare a ciclinei şi tubulinei (68), dar și a unei kinaze a MAPK (proteinkinază activa- 
tă mitogen), (МКК), pe care o fosforilează la reziduurile de seriná si treoniná (9, 
27, 51). MKK activeazá MAP kinaza (MAPK), enzimá necesará formárii fusului 
de diviziune, care trebuie fosforilatá la reziduul de treoniná si tirozină din subdo- 
meniul kinazic (7, 66). | 

Toate cele trei semnale: mos, МАРК, MKK induc individual intrarea ovoci- 
telor în meioza 1 și îşi atenuează efectul în absenta sintezei proteice. Există o buclă 
feed-back între MAPK si mos în cursul maturării meiotice, în care rolul MAPK ar 
fi acela de a favoriza sinteza si acumularea de mos, necesară încheierii meiozei si 
stabilizării MPF, prin inhibarea unui reglator negativ al MPF (69). 

Proteinkinaza A s-a dovedit a fi un antagonist al funcției mos, care inhibă 
translatia mos, indusă de progesteron. 

Activarea cdc2-kinazei, mediată de mos, este necesară pentru a împiedica 
ovocitele, aflate în cursul maturării, să intre în faza S după prima diviziune meio- 
tică (20), în absenţa acestei proteine ADN se replică chiar după meioza I. Distru- 
gerea proteinei mos, în timpul metafazei I, provoacă reintrarea în interfază și face 
imposibilă trecerea de la metafaza I la metafaza a H-a. 

S-a demonstrat că si alte protooncogene ras, tpr-met sintetizează proteine cu 
efect de inducere a maturării si efect citostatic (5, 14). 


ASPECTE MORFOLOGICE ALE MATURĂRII OVOCITULUI LA TELEOSTEENI 


În ovocitul de peste, blocat în profaza [ a meiozei, există un nucleu mare, sau 
veziculă germinativă cu cromozomi în „perie de lampă”, implicaţi în sinteza de 
ribonucleoproteine. Vezicula germinativá a ovocitelor este acoperită de ooplasmá 
opacá, pliná de vitelus. Dupá tratarea cu anumite lichide fixatoare, transparenta 
vitelusului este crescutá si vezicula germinativá poate fi vázutá ca o structurá 
brun-aurie, in luminá transmisá (25, 26). 
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Ovocitele de caras iau o formá usor aplatizatá in timpul ultimului stadiu al 
vitelogenezei (55). Odatá cu maturarea ovocitului, vezicula germinativá igi modi- 
ficá poziţia: dacă iniția! este plasată ușor excentric, ea urmează să se deplaseze 
spre polul animal, unde este localizat micropiiul. Cu toate acestea durata si gradul 
în care se realizează trecerea în poziţie periferică, variază între specii (26). După 
migrarea veziculei germinative la periferie, anvelopa nucleară se distruge, condu- 
când la amestecul componentelor nucleare cu ooplasma înconjurătoare. 

Se produc modificări citoplasmatice, cum ar fi fuziunea picăturilor lipidice 
de vitelus si a globulelor proteice de vitelus (79), fuziunea corpilor vitelini într-o 
masă centrală de vitelus fluidificat (80), proteoliza parțială a multor peptide viteli- 
пе (82, 81, 28, 9), pierderea incluziilor cristaline din corpii vitelini (71), creșterea 
rapidă a dimensiunii ovocitului cauzată de hidratare (31, 79, 80, 13, 29) si o creştere 
totală a transparenţei (80, 26). 

În cursul maturării ovocitelor la Fundulus heteroclitus a fost semnalată pro- 
teoliza suplimentară a proteinelor viteline (81, 82). Ulterior, ea a fost descoperită 
la multe alte specii, în particular la peștii marini, care depun ponta pelagică (28). 
Procesul constă în clivajul lipovitelinului în peptide mai mici (81, 28), care coinci- 
de cu pierderea capacității de fosforilare a fosvitinului (82, 28). 

De exemplu, la Verasper moseri s-a demonstrat că proteinele viteline sunt 
clivate de două ori: prima oară, în cursul înglobării vitelogeninului si a doua oară, 
în cursul maturării ovocitului. Lipovitelinul dimeric conţinut în vitelogenin se trans- 
formă în monomeri atunci când se încorporează în ovule. De asemenea, fosvitinul 
teleosteenilor prezintă variaţii marcante ale masei moleculare. În cursul viteloge- 
nezei la Verasper moseri a fost identificată o proteină suplimentară, în afară de 
lipovitelin și fosvitin.Vitelogeninul acestei specii, care are o greutate moleculară 
de 520 kDa este descompus în lipovitelin de 410 kDa, componentul B de 19 kDa si 
fosvitin de 38 kDa, in cursul primului clivaj proteolitic al ovocitelor vitelogenetice. 
Modificarea discontinuá a greutátii moleculare pare sá reflecte schimbarea struc- 
turalá a lipovitelinului de la forma dimericá, la cea monomericá în cursul matu- 
rárii (fig. 6). 

Modelul electroforetic al pete iau а începe să se schimbe în stadiul III si 
se încheie în stadiul V. 

“ Între proteoliza vitelusului si hidratarea ovocitelor раге să existe o relaţie 
strânsă. Aminoacizii liberi, al căror nivel crește în cursul maturárii ovocitului datorită 
proteolizei, sunt probabil efectori osmotici, care determină influxul de apă în ovocite. 

Proteoliza vitelusului afectează și fertilitatea și supraviețuirea ovulelor, prin 
modificarea flotabilității acestora. Nu se cunosc enzimele care controlează cele 
două clivaje, dar се! de-al doilea clivaj nu implică mai mult de o enzimă și se 
consideră că este reglat direct sau indirect de steroidul care induce maturarea, pen- 
tru că se desfăşoară în cursul scurtei perioade a maturării finale a ovocitului. 

Modificările ultrastructurale care au loc în citoplasma ovocitului speciilor 
Oryzias latipes şi Misgurnus anguillicaudatus, includ dispariţia lamelelor inelate, 
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Fig. 6 — Schema modelelor structurale ale vitelogeninului seric si proteinele viteline în ovocitele 
vitelogenetice si ovulele de Verasper moseri. 


alterări ale formei mitocondriei, care devine sferică (32, 33). În stadiile târzii ale 
maturării, ooplasma prezintă plachete lărgite de vitelus și reticul endoplasmatic 
tubular în toată ooplasma iar alveolele corticale sunt plasate sub zona pellucida. 

Aceste modificări ale componentelor ooplasmatice sugerează faptul că au 
loc anumite alterări moleculare și biofizice în timpul maturării. 

Microvilii, care în cursul ovogenezei stabilesc contactul ovocitului cu celu- 
lele granuloasei, în cursul maturării, se retrag din canalele corionului. În momen- 
tul ovulatiei se observă un strat cu o structură veziculará pe suprafaţa corionului, 
deși el nu este recunoscut în momentul ovulatiei (61). 

Celulele granuloasei formează în apropierea micropiluiui câteva straturi su- 
prapuse, în timp ce în alte regiuni, care înconjoară ovocitul, sunt aranjate într-un 
singur strat. În momentul distrugerii veziculei germinative, celulele granuloasei 
sunt în contact atât cu membrana bazală, cât și cu corionul. Suprafaţa adiacentă 
membranei bazale este relativ netedă, în timp ce partea opusă, partea corionică, 
prezintă multi microvili. Aceștia invadează canalele porilor din corion si sunt în 
contact cu cei ai ovocitelor din canale. Nucleul celulei granuloase este localizat în 
centrul celulei sau spre ovocit. Regiunea dintre nucleu și membrana bazală conţine 
mai ales mitocondrii, care dezvoltă creste (34). Un aspect caracteristic al celulelor 
granuloasei în această perioadă este existența mitocondriilor cu matrix electro- 
no-dens și creste bine dezvoltate (34), granule electrono-dense sau vezicule va- 
cuolizate (vezicule lizozomale), strâns asociate cu complexele Golgi. La câteva 
ore după distrugerea veziculei germinative, celula granuloasă își distruge legătura 
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cu ovocitul, dar nu și cu membrana bazală. Microvilii lungi ai celulelor granuloase 
$i ovocitului nu se mai inseră în lumenul canalelor porilor radiali ai corionului. O 
celulă foliculară se modifică dând naştere micropilului (67, 46, 77). La Oryzias 
latipes celula micropilară este identificată în stadiul V al dezvoltării ovocitului, în 
contact cu corionul care se formează, celula micropilară, deplin dezvoltată, pre- 
zintă în procesele citoplasmatice sinuoase, legături mari contorsionate ale micro- 
tubulilor, având în centru o legătură de tonofilamente. Corpul celular principal 
prezintă o mare masă de tonofilamente, mitocondrii, complexe Golgi și reticul 
endoplasmatic granular (60). 

Microtubulii și tonofilamentele funcționează, ca elemente principale ale ci- 
toscheletului; în menţinerea formei celulare. De aceea, este posibil ca aceste ele- 
mente să joace un rol în diferențierea protuziei citoplasmatice, structură 
caracteristică celulei micropilare, care vine în contact cu oolema si contine câteva 
organite celulare. 

Legăturile tonofilamentelor sunt orientate de-a lungul axei lungi a protuziei 
citoplasmatice, care este răsucită în spirală. După distrugerea veziculei germinati- 
ve, în regiunea distală a protuziei citoplasmatice, microtubulii sunt dezorganizati, 
masa principală a mitocondriilor pare să fie translocată spre regiunea proximală a 
protuziei. Apoi aceasta începe să se retragă din canalul micropilar, pierzându-și 
legătura cu oolema. În momentul ovulatiei se constată o scădere a legăturilor tono- 
filamentelor în jurul nucleului celulei micropilare, urmată de scurtarea protruziei 
citoplasmatice. 

După retragerea completă a protuziei, celula micropilará devine ovală si cor- 
pul celular va conţine doar cantități mici de tonofilamente. 

Celulele micropilare se deosebesc de celulele granuloasei, cu care se înveci- 
nează, prin modul de distribuite al veziculelor lizozomale și al organitelor proemi- 
nente (de exemplu reticulul endoplasmatic granular din citoplasma corticală, care 
se află în vecinătatea corionului). Elongarea canalului micropilar încetează în 


. momentul finalizării formării stratului intern al corionului. 


În momentul distrugerii veziculei germinative celula micropilară, care con- 
tactează suprafaţa ovocitului, prin regiunea apicală a protruziei sale spiralate cito- 
plasmatice, este deplin dezvoltată. 

La câteva ore după distrugerea veziculei germinative, chiar înainte de ovulatie, 
protuzia citoplasmatică se detaşează de pe suprafața ovocitului și se retrage din 
canalul micropilar, prin scurtare. Nu se mai observă nici legături spiralate ale mi- 
crotubulilor, nici tonofilamente în protuzia citoplasmatică, care se scurtează, dar 
există o cantitate mică de tonofilamente în corpul celular principal. 

Din aceste observaţii se poate conchide că suplimentar pierderii comunicării 
jonctionale dintre protuzie $1 ovocit, degradarea sau refacerea organitelor cito- 
scheletului, cum sunt microtubulii si tonofilamentele, determină contractarea protu- 
ziei citoplasmatice, urmatá de retragerea canalului micropilar in momentul ovulatiei. 
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În cursul maturării ovocitului, nucleii celulelor granuloasei se mută de pe 
partea care se învecinează cu corionul spre partea opusă. În plus granulele dense 
strâns asociate cu complexele Golgi, dispar. În apropierea momentului ovulatiei, 
multi microvili, atât ai celulelor granuloasei, cât și ai ovocitului, inserati în porii 
canalelor corionului, se retrag si protruzia citoplasmatică a celulei micropilare se 
detașează de pe suprafaţa ovocitului. Schimbări degenerative, cum ar fi creșterea 
numărului corpilor asemănători lizozomilor sunt sincron detectate în celulele gra- 
nuloasei în momentul ovulatiei (61). 

La peștii teleosteeni corionul sau zona radiata, care protejează vitelusul este 
foarte gros. Corionul ovulelor de Oryzias latipes, de exemplu, constă din două sau 
trei straturi: un strat exterior subțire, cu structură veziculară si lamele electro- 
no-dense, un strat intern gros (lamele electrono-dense cu interlamele mai puţin 
electrono-dense). 

Corionul ovulelor prezintă, de asemenea modificări progresive, cum ar fi 
întărirea şi reducerea grosimii, scăderea solubilităţii proteinelor componente și 
creşterea durității. 

Aceste schimbări corespund ridicării și intăririi membranei viteline a ovule- 
lor ariciului de mare si ale amfibienilor. Modificările corionului depind de exo- 
citoza alveolelor corticale, care traversează toată citoplasma corticală, începând 
din punctul în care penetrează spermatozoidul. Anumite substanțe din cortexul 
ovular participă la întărirea corionului, de exemplu ionii de calciu, substanţa alve- 
olelor corticale, fosfolipidele, enzime, o proteină corionică, ce conține grupări SH 
şi aldehide. 
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